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Nas últimas quatro décadas, desenvolveram-se vários estudos, dispersos por todo o 
mundo, visando analisar a importância da transmissão perinatal do CMV pelo leite 
materno, nos recém-nascidos prematuros e de baixo peso à nascença. Comparando estes 
estudos, as taxas de incidência de infecção e doença são extremamente variáveis, não 
havendo consenso entre os autores. Surgiu, assim, a necessidade de realizar a presente 
dissertação, pioneira ao nível nacional, com o objectivo de determinar a incidência da 
infecção perinatal citomegálica, transmitida através do aleitamento materno a recém-
nascidos prematuros, e identificar as suas consequências clínicas.  
Para a elaboração deste trabalho foram seleccionados todos os recém-nascidos com 
idade gestacional inferior a 35 semanas e respectivas mães seropositivas para CMV, 
internados na Unidade de Cuidados Intensivos de Neonatalogia do Hospital de São 
Francisco Xavier, entre o período de 1 de Outubro de 2010 e 31 Julho de 2011.  
Foram analisadas as urinas dos recém-nascidos e o leite materno das mães na primeira, 
sexta e décima segunda semana pós-parto, utilizando a técnica de Nested-PCR e, 
posteriormente, a PCR em Tempo Real, para determinar a carga viral do leite materno.  
Constatou-se que a aquisição da infecção perinatal de CMV no recém-nascido 
prematuro ocorre com alguma frequência (40,5%), sendo muito provável que a via de 
transmissão em 38,1% destes casos seja o leite materno infectado, não devendo esta ser 
desvalorizada. Relativamente às consequências clínicas, não foram observadas 
alterações clínico-laboratoriais associadas à infecção citomegálica. 
Analisando os factores que condicionam a transmissão da infecção citomegálica 
perinatal, estabeleceu-se uma correlação entre a carga viral do leite materno e a 
transmissão do vírus, permitindo deduzir que quanto maior a carga viral, maior o risco 
de transmissão. 
Finalmente, os resultados obtidos sugerem que o risco de transmissão da infecção e suas 
consequências clínicas não justificam a contra-indicação da amamentação, pois esta 




In the last four decades, several studies were developed all over the world to analyze the 
importance of CMV perinatal transmission through mother´s milk in the preterm and 
low birthweight newborns. Comparing these studies, the infection and disease incidence 
rates are extremely variable, without agreement between the authors. The aim of this 
study, the first of the kind made in Portugal, is to define the rate of perinatal 
cytomegalovirus infection in preterm newborns via breastfeeding and its clinical 
consequences. 
All the newborns with gestational age below 35 weeks and their CMV seropositive 
mothers, admitted between the October 1, 2010 and July 31, 2011 in the Neonatology 
Intensive Care Unit of the São Francisco Xavier Hospital, were included in this study. 
Human breast milk and urine specimens were collected from mothers and their preterms 
infants around the 1st, 6th and 12th week after delivery and analyzed by Nested-PCR. The 
PCR in Real Time was used to determine the breast milk viral load.  
It was found that the CMV perinatal infection in preterm infants occurs in 40,5% of the 
cases and most likely 38,1% of these were infected via breastmilk and therefore this 
should not be overlooked.  Considering the clinical consequences, no clinical and 
laboratory changes associated with cytomegalovirus infection were observed.   
Analyzing the factors that determine the perinatal transmission of the cytomegalovirus, 
it was established a correlation between breast milk viral load and viral transmission, 
allowing to conclude that the higher the viral load the greater the risk of transmission.    
Finally, the obtained results suggest that the risk of CMV infection and its clinical 
consequences don´t justify the breastfeeding contraindication because it also provides 
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1.1 Breve contextualização histórica 
No ano de 1881, um grupo de cientistas alemães notificou células grandes com 
inclusões intranucleares do tipo “olho de coruja” (figura 1) em tecidos de fetos, 
anteriormente nunca descritas (64). Estas inclusões intranucleares foram interpretadas 
como sendo resultado de uma infecção por protozoários tendo sido, inclusive, proposto 
no ano de 1910 a denominação de Entamoeba mortinatalium para este agente (54). 
 
 
Figura 1 – Efeito Citopático do Vírus Citomegálico Humano (adaptado de Griffiths, Paul D. 
2009. Cytomegalovirus, p.161-198. In Arie Zuckerman, JanguBanatvala, Barry Schoub, Paul 
Griffiths, Philip Mortimer (ed.), Principles and Practice of Clinical Virology, 6ª ed., Wiley-
Blackwell, Oxford).  
 
No ano de 1932, foram descritos 25 casos de infecção congénita letal em crianças com 
sintomas como petéquias, hepatoesplenomegália e calcificações intracerebrais que 
tinham em comum a presença de células com inclusões intranucleares típicas. Com base 
neste evento, Wyatt denominou esta infecção por doença de inclusão citomegálica (64). 
Apenas no ano de 1956 foi descoberta a etiologia viral do Vírus Citomegálico Humano 
(CMV), quando três laboratórios em simultâneo conseguiram isolar com sucesso CMV 
em culturas celulares. Assim, este agente viral ficou maioritariamente conhecido por 




Nas décadas seguintes, obtiveram-se grandes avanços no que respeita ao conhecimento 
acerca deste vírus e respectivas repercussões no ser humano, facto este, que se deve, 
principalmente, ao desenvolvimento de novas técnicas de diagnóstico e aos ensaios 
clínicos realizados para estudo dos agentes antivirais (81).  
Assim, ao longo dos anos, o CMV foi ganhando protagonismo na área da investigação, 
já que este vírus demarcou-se pelo facto de ser um dos grandes responsáveis por 
infecções oportunistas em doentes com Síndrome de Imunodeficiência Adquirida 
(SIDA) e cancro, por infecções de doentes receptores de órgãos transplantados e, 
simultaneamente, o maior agente viral causador de atraso mental e surdez como 
sequelas de infecção congénita (122).  
Actualmente, este vírus é reconhecido pelo Internacional Committee on Taxonomy of 
Viruses como Vírus do herpes humano tipo 5, sendo igualmente aceite a designação de 
HHV-5, Vírus Citomegálico Humano (HCMV) ou Citomegalovírus Humano (CMV). 
Este mesmo comité classificou CMV como um membro da família Herpesviridae, 
subfamília dos Betaherpesvirinae (139). 
 
1.2 Família Herpesviridae 
A família Herpesviridae é constituída por vírus com genoma de grandes dimensões, 
entre cerca de 120-230 kb, com invólucro e ácido desoxirribonucleico (ADN) em cadeia 
dupla. Todos estes vírus apresentam características semelhantes no que respeita à 
estrutura do virião, à estratégia replicativa e à sua capacidade de estabelecer infecções 
latentes e recorrentes no hospedeiro (139). 
Relativamente à estrutura e morfologia do virião, os herpesvírus apresentam ADN 
linear, de cadeia dupla, envolvido por uma camada protectora, designada por cápside. 
Esta tem uma estrutura icosaédrica, sendo constituída por 162 capsómeros, hexagonais e 
pentagonais. Outra característica relevante nos herpesvírus é o facto de apresentarem 
um invólucro, composto pela membrana nuclear alterada da célula infectada e por várias 
glicoproteínas virais. Entre o invólucro e a cápside encontra-se o tegumento que é 






Figura 2 – Estrutura de um virião pertencente à família Herpesviridae (adaptado de Gibson, 
W. 2008. Structure and Formation of the Cytomegalovirus Virion, p. 187-204. In Shenk 
Thomas, Mark Stinski (editors), Human Cytomegalovirus, Springer, Berlin). 
 
A replicação dos vírus da família Herpesviridae é iniciada pela interacção das 
glicoproteínas virais com os receptores celulares de superfície. Ocorre então a fusão do 
invólucro viral com a membrana citoplasmática celular, permitindo a migração da 
nucleocápside para o citoplasma celular. Enzimas e factores de transcrição (α-TIF) são 
transportados para o interior da célula dentro do tegumento do virião. Posteriormente, a 
nucleocápside é transportada até aos poros da membrana nuclear libertando o genoma 
viral para o interior do núcleo celular, onde o genoma sofre a replicação e transcrição 
(139).     
No caso particular dos Herpesviridae, a transcrição do ADN viral e síntese das 
proteínas virais é assegurada pela Polimerase II celular e compreende 3 etapas: precoce 
imediata, precoce e tardia. 
Resumidamente, a primeira fase é coordenada por duas proteínas virais, a VHS, que 
inibe a síntese de proteínas celulares, e a α-TIF, que promove a iniciação da transcrição 
dos genes α e respectiva tradução, permitindo, desta forma, a síntese de proteínas de 
regulação. Estas desempenham um papel determinante na manutenção da transcrição e 








Na fase precoce, ocorre a transcrição dos genes β, responsáveis pela síntese de enzimas 
necessárias para a replicação do ADN viral, entre as quais, a ADN polimerase, a 
primase/helicase, a timidina-cinase. É nesta fase que se dá o início da replicação do 
ADN viral. 
Na fase tardia, assiste-se à transcrição dos genes de expressão tardia (γ), responsáveis 
pela síntese de proteínas estruturais. Segue-se a encapsidação do genoma viral e a 
formação do tegumento, processos estes que se realizam no núcleo da célula hospedeira. 
Uma vez formadas as nucleocápsides, estas dirigem-se para fora do núcleo, adquirindo 
o invólucro ao atravessar a membrana nuclear e membrana intracitoplasmática do 
aparelho de Golgi. A libertação dos viriões da célula hospedeira ocorre através do 
processo de exocitose (84, 139).   
Todo este processo funciona como uma cascata, ou seja, o ciclo de replicação dos 
herpesvírus caracteriza-se por uma sucessão de eventos cujas diferentes fases dependem 
sempre da fase antecessora (123). 
Os Herpesviridae são também distinguidos pela sua capacidade de se instalarem de 
forma vitalícia no hospedeiro. Após a infecção primária, que pode ser sintomática ou 
assintomática, estes vírus conseguem manter um estado de latência que consiste em 
preservar informação viral em determinadas células, sob a forma de ADN, nos gânglios 
nervosos sensitivos. Esta fase de latência pode ser reactivada devido a factores 
intrínsecos (stress emocional ou físico, período menstrual, gravidez, imunodepressão, 
febre, etc.) e factores extrínsecos (radiações ultravioletas, radioterapia, quimioterapia, 
etc.). 
A família Herpesviridae engloba três subfamílias que diferem entre si nas 
características do vírus (estrutura do genoma, tropismo celular e localização da infecção 







Tabela 1 – Vírus da família Herpesviridae patogénicos para o Homem (adaptado de Lourenço, 
Maria Helena. 2002. Capítulo 7- Herpesvírus Humano. p.83-111. In W. Ferreira e J. Sousa 
(ed.), Microbiologia, vol.3. Edições Lidel, Lisboa). 
 
 
De uma forma sucinta, a subfamília Alphaherpesvirinae reúne vírus neurotrópicos. 
Apresenta ciclos replicativos curtos (cerca de 18 horas), disseminação rápida em cultura 
de células, com capacidade de destruir com eficiência as células infectadas. Estes vírus 
têm a capacidade de infectar uma grande variedade de hospedeiros. 
Subfamília Género Espécie Nome Comum 
Alphaherpesvirinae 
Simplexviruses 
Vírus do herpes 
humano 1 
 
Vírus do herpes simples 1 
 
Vírus do herpes 
humano 2 
 
Vírus do herpes simples 2 
Varicellavirus 
Vírus do herpes 
humano 3 
Vírus da varicela e da zona 
Betaherpesvirinae 
Cytomegalovirus 















Vírus do herpes 
humano 4 
 
Vírus de Epstein-Barr 
Rhadinovírus 







A subfamília Betaherpesvirinae inclui vírus linfotrópicos com ciclos replicativos 
longos. Apresenta uma gama de hospedeiros restrita e, geralmente, as células infectadas 
aumentam de dimensão (citomegália). O desenvolvimento da infecção em células de 
cultura é lento. O vírus pode manter-se na forma latente em glândulas secretoras, rins e 
outros tecidos.      
A subfamília Gammaherpesvirinae compreende vírus com ciclos replicativos 
relativamente longos. Têm a capacidade de replicarem em células linfoblastóides, sendo 
que a maioria pode causar infecções líticas em células epiteliais e fibroblásticas. Os 
vírus deste grupo são específicos para linfócitos T ou B.  
 
1.3 Vírus Citomegálico Humano  
O CMV possui o maior genoma de todos os vírus de herpes humano (30). 
 
Figura 3 – Vírus Citomegálico Humano. (A) Visualização tridimensional da cápside/tegumento 
do vírus; (B) Modelo Tridimensional, mostrando vários componentes do vírus (adaptado de 
Gandhi, Maher, Rajiv Khanna. 2004. Human Cytomegalovirus: Clinical Aspects, Immune 
Regulation, and Emerging Treatments. The Lancet.4: 725-738). 
 
Tal como os outros membros da família Herpesviridae, o CMV é constituído por uma 
nucleocápside (conjunto do genoma viral e da cápside), tegumento e invólucro. O CMV 




genético é composto por ADN de cadeia dupla linear, com aproximadamente, 230 
Kilobases.  
A cápside é constituída por 12 capsómeros pentavalentes e 150 capsómeros 
hexavalentes designados, respectivamente, por pentâmeros e hexâmeros. O invólucro 
tem cerca de 10 nm de espessura e é composto por uma bicamada lipídica, que contém 
aproximadamente 8 tipos diferentes de glicoproteínas virais (54). Estas desempenham 
importantes funções, tais como, a adesão e entrada do vírus nas células hospedeiras.   
O genoma do CMV é constituído por duas regiões, segmento longo do genoma (L) e 
segmento curto do genoma (S). Cada segmento é composto por uma região central 
única, designada por sequência única longa, ou unique long sequence (UL), e sequência 
única curta, ou unique short sequence (US), e por segmentos de repetição invertidos. 
Tal como se pode visualizar na figura abaixo, estes segmentos invertidos encontram-se 
na extremidade de cada região central única. Os que se encontram na extremidade final 
do genoma completo, designam-se por segmentos de repetição terminais (TR), por sua 
vez, os que se encontram na intersecção das regiões centrais únicas, designam-se por 
segmentos de repetição internos (IR). Os segmentos de repetição funcionam como 




Figura 4 – Esquema da organização do genoma do CMV: (UL) sequências longas; (US) 
sequências curtas; (TRL) segmento de repetição terminal da sequência longa; (IRS) segmento 
de repetição terminal da sequência curta; (IRL) segmento de repetição interno da sequência 
longa; (IRS) segmento de repetição interno da sequência curta. (adaptado de Kotenko, S. V., S. 
Saccani, L. Izotova, O. Mirochnitchenko, S. Pestka. 2000. Human Cytomegalovirus harbors 
its own unique IL-10 homolog. Proc National Academic Science. 97: 1695-1700).  
 
Desta forma, tanto as sequências longas (UL), como as curtas (US), podem ser 
orientadas em duas direcções e de forma independente uma da outra, podendo dar 




posição nos isómeros, sendo que as proteínas por eles transcritas são denominadas por p 
(proteína), gp (glicoproteína) ou pp (fosfoproteína). Por exemplo, a gpUL75 é uma 
glicoproteína produzida na posição 75 da sequência longa (120).  
O genoma do CMV encontra-se totalmente sequenciado para a estirpe AD169, desde o 
ano de 1990, estimando-se um número de Open Reading Frames (ORF´s) entre 200-
250. 
Apesar do CMV apresentar um ciclo de replicação semelhante ao dos restantes 
herpesvírus, descrito anteriormente, este vírus apresenta algumas características 
próprias que o distingue dos outros e que permite categorizá-lo na subfamília 
Betaherpesvirinae, nomeadamente, o facto de ser altamente específico de espécie e de 
apresentar um ciclo de replicação longo, cerca de 24 horas. (54, 139) 
O CMV tem a capacidade de infectar uma grande diversidade de células in vivo, tais 
como, macrófagos, fibroblastos, células epiteliais, endoteliais e musculares, enquanto in 
vitro é muito restrito, multiplicando-se preferencialmente em fibroblastos humanos. 
Nestas células, a replicação viral resulta na formação de corpos de inclusão 
intranucleares homogéneas reniformes, geralmente eosinófilas, e de inclusões 
intracitoplasmáticas, provocando um grande aumento do volume total da célula (122, 
123).  
O CMV pode ser destruído, quer por agentes físicos, tais como, calor, radiações UV, pH 
menor que 5, ciclos de congelação e descongelação, e por determinados agentes 
químicos, tais como, detergentes iónicos e não iónicos, solvente dos lípidos, etc.  
 
1.4 Epidemiologia 
 O CMV é um vírus com uma distribuição mundial, sem predomínio sazonal, variando a 
sua seroprevalência consoante diversos factores epidemiológicos tais como a idade, a 
distribuição geográfica, estado socioeconómico, entre outros. Estima-se que entre 50 e 




Estudos epidemiológicos demonstram que a prevalência do CMV é inversamente 
proporcional às condições socioeconómicas da população, ou seja, a taxa de infecção 
por CMV é geralmente maior nos países subdesenvolvidos em comparação com os 
países desenvolvidos (71, 157). 
Em populações com baixas condições socioeconómicas, a maioria das crianças já 
experienciaram infecção primária de CMV até a instalação da puberdade. Nos países 
com elevado nível socioeconómico, cerca de 40% dos adolescentes encontram-se 
infectados, havendo posteriormente um aumento de seroprevalência de cerca de 1% por 
ano depois da adolescência (54). Sendo assim, constata-se que geralmente nos grupos 
socioeconómicos mais baixos há uma seroprevalência mais elevada e a primoinfecção 
ocorre mais cedo (83).   
O CMV destaca-se por ser o maior causador de infecção congénita, atingindo taxas 
entre 0,2 a 2,6% do total de nascimentos no mundo, sendo responsável por casos de 
mortalidade e morbilidade neonatal (158). 
Em Portugal, no âmbito do Inquérito Serológico Nacional - Portugal Continental, 
constatou-se que a infecção pelo CMV é altamente prevalente, tendo-se registado uma 
seroprevalência de 77% no ano de 2005 (83). Relativamente à prevalência da infecção 
congénita por CMV em Portugal, de acordo com um estudo de 2009 baseado na 
pesquisa de ADN viral nos cartões de diagnóstico precoce ou Guthrie Cards 
(designados na linguagem corrente como cartões do “teste do pézinho”), verificou-se 
que esta corresponde a 1,05%, o que, comparada com as taxas de prevalência de outros 
países europeus (entre os 0,3 a 0,5%), é bastante elevada (114). 
 
1.5 Formas de transmissão      
O único reservatório de transmissão do CMV é o Homem, sendo as várias estirpes de 
CMV encontradas noutras espécies animais não infecciosas para o ser humano (158). 
O CMV pode ser transmitido através do contacto directo ou indirecto com os fluidos 




e urina. O vírus pode estar presente nestes fluidos durante a infecção primária, 
reinfecção ou reactivação (54, 88, 91, 99, 140).  
O CMV pode ser adquirido em qualquer idade, no entanto, existem dois períodos de 
maior prevalência de infecção primária que correspondem à fase da infância, durante o 
período perinatal, e da adolescência, devido ao início da actividade sexual (157). 
O CMV é um vírus com transmissão vertical, por via transplacentária, em qualquer fase 
da gestação, ou durante a passagem pelo canal de parto, através do contacto com as 
secreções cervicais. A transmissão congénita pode ser resultado de uma infecção 
primária de uma gestante seronegativa para CMV, mas também de uma reactivação de 
uma infecção latente de uma gestante seropositiva para CMV ou de uma reinfecção, 
embora estes casos sejam mais raros (52). 
A transmissão pode também ocorrer após o parto, quer através da amamentação, quer 
através da saliva, que representa a via de transmissão mais frequente na infância. Para 
além da transmissão vertical e oral, outras formas de transmissão possíveis são a via 
sexual, a via parentérica e, ainda, através da transplantação de órgãos sólidos ou de 
células do sistema hematopoiético (43, 52).    
O CMV é um vírus que tem grande potencial para proliferar entre os seres humanos por 
diversas razões. O facto de a sua infecção ser geralmente subclínica, permite que os 
indivíduos infectados permaneçam activos e, desta forma, se mantenha a máxima 
oportunidade de ir ao encontro de outros indivíduos susceptíveis e infectá-los. Outra 
justificação para este potencial é o facto de que, após a infecção primária, o vírus não é 
erradicado do hospedeiro, permanecendo no seu organismo para o resto da sua vida. 
Assim, ocasionalmente, o CMV pode reactivar do seu estado de latência e 
consequentemente ocorrer novamente expressão total do genoma viral, podendo ser 
novamente transmitido. Para além disso, estes hospedeiros, apesar de infectados não 
adquirem imunidade uma vez que estes podem vir a sofrer nova infecção por este vírus 
através de estirpes diferentes (54).  
Outra possível explicação para a fácil propagação do CMV é o facto da sua excreção 




caso de infecções congénitas, a excreção viral pode ter uma duração de anos, 
aumentando assim a probabilidade de transmissão a outros indivíduos (139).   
Desta forma, podemos concluir que existem três formas activas de infecção por CMV 
nomeadamente, a infecção primária, a reactivação e a reinfecção. A infecção primária 
consiste no primeiro contacto do vírus com o hospedeiro. A reactivação, também 
designada por infecção endógena, ocorre quando o indivíduo seropositivo para CMV 
sofre nova infecção como resultado da reactivação do estado de latência do vírus. 
Quanto à reinfecção, ou reinfecção exógena, ocorre quando um indivíduo previamente 
seropositivo para CMV é novamente infectado por diferentes estirpes do vírus (73, 
148).     
 
1.6  Manifestações clínicas 
As manifestações clínicas da infecção por CMV variam de acordo com o estado 
imunitário do hospedeiro e com a forma de contaminação do indivíduo (84).  
 
1.6.1 Infecção nos indivíduos imunocompetentes 
A infecção provocada pelo CMV nos indivíduos imunocompetentes é, na sua grande 
maioria, assintomática (73, 148). Contudo, nalguns casos pode surgir uma síndrome 
semelhante à Mononucleose Infecciosa provocada pelo vírus de Epstein-Barr, mas sem 
anticorpos heterófilos (Reacção de Paul-Bunnell-Davidsohn negativa) (140). O 
síndroma provocado pelo CMV é caracterizado por febre prolongada, astenia, cefaleias 
e mialgias (que podem persistir durante semanas) e hepato e/ou esplenomegália (91, 
148). Faringite e adenopatias são encontradas excepcionalmente, ao contrário do que se 
verifica na Mononucleose Infecciosa provocada pelo vírus de Epstein-Barr (9). 
A infecção por CMV também tem sido associada a outras alterações clínicas como a 
Síndrome de Guillain-Barré, meningoencefalites, miocardite, anemia hemolítica e 





1.6.2 Infecção nos indivíduos imunodeprimidos 
A infecção por CMV, quer seja infecção primária, reactivação ou reinfecção, representa 
uma importante causa de mortalidade e morbilidade nos indivíduos com sistema 
imunitário debilitado (88) 
A infecção por CMV nos indivíduos imunodeprimidos pode originar diversos quadros 
clínicos nos diferentes tipos de doentes, sendo também o grau de gravidade 
proporcional ao grau de imunodepressão (148).  
Infecções por CMV ocorrem com elevada frequência em indivíduos sob 
imunossupressão (por exemplo, doentes com neoplasias malignas), em doentes 
transplantados e em doentes portadores do Síndrome de Imunodeficiência Adquirida 
(SIDA) (148). 
 
 1.6.2.1 Infecção no doente submetido a transplante 
A infecção por CMV é a mais comum no percurso pós-transplantação de órgãos. Nos 
doentes transplantados de órgãos sólidos, a infecção apresenta maior prevalência nos 
primeiros três meses pós-transplante, fase em que a imunossupressão, causada pela 
terapêutica para prevenção de rejeição de órgão, é mais elevada (72).  
O CMV é essencialmente transmitido através do órgão transplantado ou dos produtos 
sanguíneos, embora neste último caso, se tenha verificado uma diminuição em grande 
escala da prevalência da infecção por CMV desde o início da utilização de estratégias 
preventivas, como a transfusão de produtos sanguíneos seronegativos ou 
desleucocitados nos receptores negativos (145).  
A prevalência da infecção sintomática por CMV também difere consoante o órgão 
transplantado, sendo que os doentes transplantados renais apresentam uma incidência de 
doença por CMV inferior aos transplantados de fígado, pâncreas, pulmão, intestino e 
coração (64, 71). 
Outro factor que condiciona o risco de desenvolvimento de doença por CMV, nos 




Assim, nos doentes transplantados podem existir três tipos de infecção: a infecção 
primária, quando um indivíduo seronegativo para CMV desenvolve infecção após 
transplante de órgão de um dador seropositivo; a reactivação, que ocorre quando o vírus 
latente reactiva na fase pós transplante, num doente seropositivo para CMV; e a 
reinfecção, quando o receptor seropositivo para CMV recebe do órgão de um dador 
seropositivo uma nova estirpe de CMV, desenvolvendo uma infecção (81). A infecção 
primária surge como sendo a mais patogénica para o indivíduo transplantado (43, 64).   
No doente transplantado, a infecção por CMV é muito variável, podendo surgir como 
uma infecção assintomática, infecção ligeira ou moderada, ou mesmo uma infecção 
grave e potencialmente letal. A infecção ligeira ou moderada é geralmente caracterizada 
pela presença de febre alta (superior a 38ºC), leucopénia ou trombocitopénia (81).     
Estudos histológicos demonstraram que a doença associada ao vírus de CMV tem, 
inicialmente, como alvo principal o próprio órgão transplantado, podendo 
posteriormente difundir-se de modo sistémico, causando pneumonia, hepatite, colite e 
raramente retinite ou alterações do sistema nervoso central (43, 148).  
No caso dos receptores de medula óssea, a doença provocada pelo CMV manifesta-se 
de forma diferente, surgindo frequentemente uma pneumonia intersticial, com alta taxa 
de mortalidade, e complicações gastrointestinais, nomeadamente, gastrite, colite e 
esofagite (38).     
O CMV está também associado a efeitos indirectos, que consistem na rejeição do órgão 
transplantado e na imunossupressão, originando um aumento da susceptibilidade do 
hospedeiro a infecções secundárias provocadas por bactérias e fungos (81, 148).  
 
1.6.2.2 Infecção nos doentes infectados com o Vírus da 
Imunodeficiência Humana (HIV) 
O CMV é um dos mais importantes agentes virais causadores de doenças oportunistas 
nos doentes com HIV, embora com menor incidência desde a introdução da terapêutica 




combinação de três ou mais drogas antiretrovirais de pelo menos duas classes diferentes 
(17, 93).   
 O risco de infecção por CMV nos doentes infectados com HIV é inversamente 
proporcional ao número de células CD4. Neste grupo, ao contrário dos doentes 
transplantados, a manifestação clínica mais frequente de doença por CMV é a retinite 
(caracterizada por necrose hemorrágica da retina), tendo sido inclusive, entre os anos de 
1981 e 1989, usada como critério para diagnóstico definitivo de SIDA (43, 71). Outras 
possíveis manifestações clínicas atribuídas à infecção por CMV nos doentes com HIV 
incluem a esofagite, colite, encefalite e, com menor frequência, pneumonia (42).  
 
1.6.3 Infecção congénita 
Como já foi destacado anteriormente, o CMV é o principal agente viral causador de 
infecção congénita, sendo responsável por casos de mortalidade e morbilidade neonatal 
(2, 24, 52).  
A infecção congénita pode ser adquirida quer durante a infecção primária numa mãe 
seronegativa para CMV antes da concepção, quer durante uma infecção recorrente 
(reactivação ou reinfecção) numa mãe seropositiva para CMV. Segundo vários autores, 
a infecção primária materna apresenta um risco superior de transmissão para o feto e 
tem um efeito teratogénico mais elevado do que as infecções recorrentes. Este facto 
pode ser justificado, em parte, pela transmissão de anticorpos maternos para o feto nas 
mães seropositivas para CMV, embora se evidencie a incapacidade de conferir uma 
protecção total (24, 114, 157).   
No que respeita à infecção primária, um factor muito relevante que condiciona a 
frequência de transmissão e teratogenicidade é o período de gestação em que a infecção 
é adquirida. Assim, a probabilidade de transmissão é de cerca de 45% no primeiro e 
segundo trimestres, aumentando para 79% no terceiro trimestre (49, 123). Pelo 
contrário, a probabilidade de lesão fetal, traduzida em danos do sistema nervoso central, 




Segundo Grifiths (54), cerca de 12,7% dos recém-nascidos com infecção congénita por 
CMV apresentam sinais e sintomas da doença citomegálica à nascença. A doença 
citomegálica inclui atraso de crescimento intra-uterino, petéquias, icterícia, 
hepatomegália, esplenomegália, alterações analíticas (trombocitopénia, anemia 
hemolítica, elevação das transaminases e hiperbilirrubinémia) e alterações neurológicas 
(microcefalia, calcificações cerebrais, etc) (16, 80, 91, 99). Estas alterações 
neurológicas podem-se evidenciar de diversas formas, tais como, dificuldade na sucção, 
sonolência, hipotonia, espasticidade, convulsões podendo, inclusive, apresentar lesões 
irreversíveis, como atraso neuropsicomotor, perda auditiva uni ou bilateral, diminuição 
da acuidade visual (24).   
Os restantes 87,3% de recém-nascidos infectados por via transplacentária apresentam 
infecção assintomática à nascença. Cerca de 13,5% destes desenvolvem sequelas tardias 
permanentes durante os três primeiros anos de vida, sendo as mais frequentes o atraso 
psicomotor (85, 137) e a surdez neuro-sensorial (40, 41, 54, 73). Porém, as sequelas 
tardias surgem com mais frequência nos recém-nascidos com infecções por CMV 
sintomáticas à nascença (40-58%) do que nos recém-nascidos com infecções 
assintomáticas (31). 
 
1.6.4 Infecção perinatal 
A infecção perinatal consiste na infecção adquirida durante o parto, através do contacto 
com as secreções cervicais maternas durante a passagem pelo canal de parto, ou nas 
primeiras semanas de vida, frequentemente através da ingestão de leite materno (2, 
157). Estas duas formas de transmissão perinatal são responsáveis por cerca de 2 a 10% 
de infecções das crianças até aos 6 meses de idade (54). 
Alguns autores admitem ainda outras formas de transmissão como causas de infecção 
perinatal, como a transmissão iatrogénica (principalmente através de transfusões de 
hemoderivados) e transmissão por outros fluídos corporais infectados (especialmente 




A infecção perinatal é, na sua grande maioria, assintomática embora, nalguns casos, 
possa ocorrer o desenvolvimento de sintomas autolimitados como 
hepatoesplenomegália, linfoadenopatia, alterações hepáticas, anemia, neutropénia, 
trombocitopénia ou pneumonia. (157). 
Ao contrário da infecção congénita, as sequelas neurológicas e a perda de audição não 
são características da infecção perinatal (43). 
O período de incubação da infecção perinatal varia de 30 a 120 dias, sendo de 4 a 12 
semanas na infecção adquirida durante o parto e de 4 a 16 semanas na infecção 
transmitida através do leite materno (157). A excreção viral pela urina do recém-nascido 
geralmente é bastante prolongada tal como se verifica na infecção congénita (157). 
 
1.6.4.1 Leite materno como veículo de transmissão para infecção 
citomegálica no recém-nascido prematuro 
A partir do início da década de 70, altura em que o CMV foi isolado pela primeira vez 
no leite materno, o aleitamento natural destacou-se como sendo uma potencial fonte de 
infecção de CMV no primeiro ano de vida (56, 57, 87, 134). 
Em diversos estudos de investigação constatou-se que a grande maioria das puérperas 
excretoras de CMV no leite materno, para além de não excretarem o vírus pela saliva e 
urina, nos estudos serológicos mantêm presença de IgG e ausência da Imunoglobulina 
M (IgM) (25, 61, 92). Estes resultados sugerem a hipótese da reactivação ter lugar na 
própria glândula mamária, sendo um mecanismo de reactivação local que ainda está por 
ser esclarecido (92, 106). 
A incidência da infecção perinatal através do leite materno não se distribui da mesma 
forma ao nível mundial, variando consoante a seroprevalência de CMV nas mulheres 
em idade fértil e os padrões de aleitamento (frequência, duração do aleitamento e 
tratamento do leite) (138, 157). 
Analisando vários estudos, entre 66 a 96% das mães com presença de Imunoglobulina 




nalguns casos, se detectar CMV no colostro, embora com uma carga viral muito 
reduzida, a excreção viral no leite materno inicia-se, geralmente, a partir da primeira 
semana pós-parto e atinge um valor máximo entre as 4-8 semanas pós-parto. 
Posteriormente, a carga viral vai diminuindo até o cessamento da excreção viral, que 
ocorre por volta da 9ª-12ª semana pós-parto (69, 61, 159).    
Segundo Hamprecht (60), o momento de transmissão do CMV ocorre perto do pico 
máximo de carga viral do leite materno, sendo a primeira urina positiva nos recém-
nascidos prematuros detectada a partir do 27º dia até o 108º dia pós-parto. As infecções 
adquiridas antes de um mês de idade parecem ocorrer nos recém-nascidos mais 
prematuros e associar-se a casos clínicos mais graves.  
Nos estudos mais recentes, a taxa de transmissão de CMV nos recém-nascidos através 
do leite materno infectado oscila entre os 6-58,6%, havendo uma grande discordância 
entre vários autores (76). Num trabalho de investigação realizado na Alemanha por 
Hamprecht (57), a transmissão de CMV ocorreu em 38% dos recém-nascidos, dos quais 
48% apresentaram infecções sintomáticas. No entanto, noutro estudo elaborado no 
Japão por Yasuda (159), apenas 10% dos recém-nascidos foram infectados e nenhum 
sofreu uma infecção sintomática. Estas divergências podem estar relacionadas, em 
parte, com as diferentes práticas de aleitamento e com as diferentes formas de 
tratamento do leite materno.   
Entre os factores de risco para a transmissão de CMV através do leite materno encontra-
se a presença precoce do vírus no leite (57), carga viral elevada, duração prolongada da 
excreção viral no leite materno (69), prematuridade e baixo peso do recém-nascido 
(124). 
Sabe-se que a prematuridade e baixo peso do recém-nascido, são variáveis que 
influenciam em grande escala o risco de aquisição precoce e infecção sintomática pelo 
CMV, ou seja, quanto menor a idade gestacional e o peso do recém-nascido, maior o 
risco de transmissão de vírus de forma sintomática (150). Especula-se que este facto 
possa estar relacionado com uma maior permeabilidade da camada epitelial da boca e 
tracto gastrointestinal e de um baixo número de anticorpos maternos em circulação (86). 




imaturo e muitos nascem antes da fase de maior transferência via transplacentária das 
imunoglobulinas protectoras, que ocorre depois da 28ª semana de gestação (18, 23).  
Assim, enquanto no recém-nascido de termo a infecção por CMV, adquirida através de 
leite materno infectado, é geralmente assintomática, no recém-nascido prematuro o 
risco de infecção sintomática é mais elevado (61, 86). 
A infecção sintomática pode manifestar-se como pneumonia (135), hepatite (109), 
colite (78) e, com menor frequência, linfadenopatia e meningite (4). 
A pneumonia é caracterizada por febre, aumento de secreções, tosse, taquipneia, 
aumento progressivo das necessidades de oxigénio e, por vezes, períodos de apneia. A 
pneumonia pode ter uma evolução clínica prolongada, havendo ocasionalmente 
necessidade de suporte ventilatório. A pneumonia causada por CMV é difícil de 
distinguir de outros tipos de pneumonia atípica no recém-nascido, como a provocada 
por Chlamydia trachomatis ou pelo Vírus Sincicial Respiratório (2). 
As manifestações clínicas da hepatite são geralmente ligeiras e autolimitadas, surgindo 
com frequência hepatomegália ou hepatoesplenomegália, icterícia e aumento moderado 
das transaminases. O aumento das transaminases atinge o seu pico entre as 2 a 3 
semanas após instalação da infecção por CMV, podendo permanecer elevadas durante 
vários meses. São descritos casos raros de hepatite grave que progridem para 
hipertensão portal e cirrose hepática (110). 
A colite inclui distensão e dor abdominal, vómitos e diarreia líquida. A colite 
necrotizante e perfuração do íleo são complicações raras associadas à infecção 
gastrointestinal por CMV em recém-nascidos prematuros (44, 66, 132). 
De acordo com um estudo realizado por Hamprecht (57), cerca de 12% dos recém-
nascidos prematuros com infecção por CMV desenvolvem um síndroma semelhante a 
sépsis, caracterizado por palidez, bradicardia e apneia. Estes casos podem ser fatais, 
pelo que se torna extremamente importante proceder ao diagnóstico diferencial de 
infecção de origem bacteriana, fúngica ou de outro vírus (107). 
As alterações analíticas mais significativas são neutropénia, linfocitose, 




desaparecem progressivamente nas primeiras semanas pós-infecção, à excepção da 
neutropénia que pode ser prolongada. Esta neutropénia persistente, por si só, aumenta a 
predisposição para as infecções oportunistas nos lactentes prematuros (130). 
Quanto às sequelas tardias, tal como foi destacado anteriormente, ao contrário da 
infecção congénita, não existe associação entre a infecção perinatal e complicações a 
longo prazo, incluindo alterações no desenvolvimento neurológico e perda de audição 
neurosensorial, no recém-nascido de termo. No entanto, no que respeita ao recém-
nascido prematuro, para além de existir um número de estudos reduzido e destes serem 
limitados por apresentarem uma amostra pouco representativa, ainda não existe 
conformidade entre os autores. Vollmer (151), Jim (68) e Miron (92) constataram que a 
infecção perinatal por CMV não tem efeitos negativos no desenvolvimento neurológico 
e na audição dos recém-nascidos prematuros. Todavia, Paryani (116) refere que a 
aquisição precoce da infecção de CMV num recém-nascido prematuro apresenta um 
maior risco de alterações neurológicas tardias. Para além disso, Bevot (11) refere que os 
mesmos sujeitos apresentam menores capacidades cognitivas e motoras (por exemplo, 
expressão verbal, coordenação motora e destreza manual) em comparação com o grupo 
dos prematuros seronegativos para CMV, encontrando-se, no entanto, ainda dentro dos 
parâmetros de desenvolvimento cognitivo e motor considerados normais. 
 
1.7 Métodos de diagnóstico 
Actualmente existe uma grande diversidade de métodos de diagnóstico disponíveis para 
a detecção do CMV. No entanto, a escolha do método laboratorial mais adequado deve 
ser definida consoante as diferentes situações clínicas. Deste modo, o método de 
diagnóstico difere de acordo com o tipo de contexto em que o indivíduo infectado por 
CMV se insere, isto é, no grupo dos imunocompetentes, dos imunodeprimidos ou das 
infecções congénitas. 
Em seguida, de uma forma sucinta, procede-se à descrição das técnicas mais utilizadas 





       1.7.1 Citologia 
Uma das características específicas da infecção por CMV é a chamada célula 
citomegálica. Esta consiste na alteração de toda a estrutura da célula infectada, 
provocando um evidente aumento do seu tamanho com uma inclusão intranuclear 
basófila, originando uma imagem de referência em “olho de mocho” (125). Esta técnica 
caiu em desuso pela sua baixa sensibilidade, uma vez que o tecido infectado por CMV 
pode não provocar as alterações morfológicas anteriormente descritas, sendo utilizada 
quase exclusivamente nos laboratórios de anatomia patológica (34).  
 
1.7.2 Isolamento do vírus por cultura celular 
O isolamento do vírus por cultura celular é o método de referência para o diagnóstico de 
infecção citomegálica por apresentar uma especificidade de 100%. Apesar disto, esta 
técnica está a cair em desuso, sendo cada vez mais frequente a opção pelas técnicas de 
biologia molecular, devido às dificuldades técnicas, custos inerentes à manutenção das 
culturas celulares e inferior sensibilidade com presença de casos de falsos-negativos 
(35).  
Os meios de cultura para a promoção do crescimento do CMV podem ser os 
fibroblastos de tecidos embrionários humanos ou linhas celulares de pulmão fetal 
humano, tais como, WI-38, MRC-5 ou IMR-90. 
O método clássico ou convencional consiste na identificação por microscopia do efeito 
citopático do vírus, que se desenvolve muito lentamente, podendo surgir só ao fim de 4 
a 6 semanas. No sentido de ultrapassar esta limitação, surgiu uma nova técnica 
designada por Shell-vial, que se baseia na amplificação do vírus em cultura celular, 
depois de uma centrifugação prolongada a baixa velocidade, com a detecção de 
antigénios nucleares víricos produzidos no início da replicação e antes do 
desenvolvimento dos efeitos citopáticos nas células. Assim, em caso de infecção por 
CMV consegue-se visualizar, através de um microscópio de fluorescência, a coloração 





1.7.3 Técnica de antigenémia 
A técnica de antigenémia consiste na identificação precoce do antigénio viral pp65 no 
núcleo dos leucócitos de sangue periférico por técnicas de imunoperoxidase ou 
imunofluorescência (1). A antigenémia é uma técnica qualitativa e quantitativa, 
permitindo a correlação da virémia com o risco de progressão e severidade da doença 
causada pelo CMV, a monitorização da eficácia da terapêutica e a validação da 
terapêutica “preemptive”. Desta forma, é amplamente usada em doentes 
imunodeprimidos, incluindo os indivíduos infectados com HIV, e os doentes 
submetidos a transplantação (46, 141).  
A técnica de antigenémia é considerada um método de diagnóstico simples, precoce, 
relativamente económico e com boa sensibilidade e especificidade para o diagnóstico de 
infecção por CMV. No entanto, a sua especificidade e valor preditivo positivo para o 
diagnóstico da doença por CMV não é tão alta, havendo indivíduos com infecção 
assintomática que apresentam muitas vezes antigenémias positivas (156).  
A principal desvantagem deste método é a necessidade de processamento laboratorial 
imediato (14). Devido a este facto, a antigenémia tem vindo a ser substituída pelas 
técnicas de biologia molecular, com quantificação, já que estas últimas possibilitam o 
armazenamento e junção de um número significativo de amostras para análise, havendo 
uma melhoria na rentabilização de tempo e recursos económicos. Para além disso, as 
técnicas de biologia molecular têm demonstrado maior sensibilidade e uma maior 
precisão para o diagnóstico de CMV que a técnica de antigenémia (28, 37, 47, 63).    
 
1.7.4 Testes serológicos 
Os testes serológicos consistem na detecção dos anticorpos IgM e IgG dirigidos para o 
CMV, permitindo o diagnóstico da infecção primária por CMV e a avaliação do estado 
imunitário. A informação do estado imunitário, ou seja, a determinação de contacto 
prévio com o CMV, é extremamente importante no caso dos doentes submetidos a 




O diagnóstico da infecção primária reside na seroconversão do anticorpo IgG para 
positivo ou na presença do anticorpo IgM. No entanto, a presença deste último funciona 
como um aviso de uma provável infecção aguda primária, devido à existência de um 
grande número de falsos positivos, pelo que se deve proceder a técnicas confirmatórias 
como a técnica de Avidez das IgGs ou a técnica de Western Blot para as IgM (111, 
114). 
Actualmente, a técnica confirmatória mais utilizada é a técnica de Avidez das IgGs, que 
se baseia na produção de anticorpos com baixa avidez nas primeiras semanas da 
infecção primária. Estes anticorpos são facilmente retirados das suas ligações aos 
antigénios do CMV quando se utiliza o agente desnaturante, a ureia, durante o ensaio 
imunoenzimático. Assim, na presença de um Índice de Avidez (IA) elevado, ou seja, 
superior a 50%, pode-se excluir uma infecção primária recente (53). 
 
1.7.5 Detecção dos ácidos nucleicos virais 
Foi com o desenvolvimento da Reacção em Cadeia da Polimerase (PCR) que se 
despoletou a utilização dos métodos de Biologia Molecular para o estudo e o 
diagnóstico de infecções por CMV.  
A descoberta da PCR, realizada por Kary Mullis no ano de 1983 e tendo sido 
galardoada com Prémio Nobel da Química 10 anos mais tarde, trouxe enormes 
benefícios e desenvolvimentos científicos principalmente no estudo de genética 
molecular e no diagnóstico rápido de doenças infecciosas (82).  
A técnica de PCR consiste na amplificação exponencial de uma sequência seleccionada 
a partir de um fragmento ou molécula de ácido nucleico. Para que a concretização da 
reacção de PCR seja possível é então necessário um fragmento ou molécula de ácido 
nucleico que contenha a sequência que se pretende amplificar; primers 
(oligonucleótidos iniciadores da reacção) que sejam homólogos das regiões que 
flanqueiam a sequência alvo; nucleótidos; e uma enzima que promova a reacção. A 
enzima, vulgarmente utilizada para este fim, designa-se por Taq Polimerase (isolada a 




características de síntese de ADN no sentido 5`para 3` e a capacidade de resistir às altas 
temperaturas necessárias para a desnaturação do ADN durante a PCR. 
Em cada ciclo de PCR, com base nas diferentes temperaturas, ocorre a separação das 
cadeias de ADN, emparelhamento dos primers ao ADN em cadeia simples e síntese do 
ADN, que correspondem às diferentes fases de PCR, a desnaturação, hibridação e 
extensão, respectivamente (figura 5). A reacção de PCR é constituída por sucessivos 
ciclos, sendo que o ADN sintetizado num ciclo é utilizado como molde para o ciclo 
seguinte. Cada n ciclos leva à produção de 2n cadeias de ADN, num processo 
exponencial, pelo que para dar início a uma reacção de PCR basta, em teoria, apenas a 
presença de uma molécula do ADN-alvo (149). 
 
Figura 5 – Diferentes fases da técnica de PCR (adaptado de Prescott, L. M., J. P. Harley, D. 
A. Klein. 2004. Microbiology. 6th edition. McGraw-Hill Higher Education, EUA). 
 
A amplificação de ácidos nucleicos por PCR ganhou um papel relevante para o 
diagnóstico de infecção por CMV. Para além de apresentar uma alta sensibilidade e 
especificidade na detecção da presença do ADN do CMV (45), reúne também boas 
condições para a sua utilização frequente: a possibilidade de armazenamento a -20ºC 




caso de resultados duvidosos, devido à utilização de pequenos volumes de material 
clínico (90).     
A PCR serve de alicerce para diversas variantes que têm sido desenvolvidas nestes 
últimos anos, quer para trabalhos científicos de investigação, quer para o diagnóstico de 
rotina. Entre as mais divulgadas, encontram-se a Nested-PCR e a Reacção em Cadeia da 
Polimerase em Tempo Real (PCR-TR), técnicas que serão utilizadas no presente estudo.   
A Nested-PCR engloba duas reacções de amplificação de ADN sucessivas com dois 
pares de primers distintos, os externos e os internos, melhorando significativamente a 
sensibilidade e a especificidade em comparação com a PCR “clássica” ou simples (33, 
56). A Nested-PCR é apropriada para situações cuja quantificação não é essencial, 
bastando uma avaliação qualitativa. Por exemplo, a detecção de ADN de CMV no 
recém-nascido à nascença é suficiente para diagnosticar uma infecção congénita. Para 
além disso, é amplamente utilizada para situações que exijam uma grande sensibilidade, 
como no caso de detecção do CMV nas encefalites, onde a baixa carga viral não permite 
a detecção por outros métodos laboratoriais de uma forma fiável.  
A técnica de PCR em Tempo Real representa uma revolução no diagnóstico das 
infecções por CMV pois permite a detecção qualitativa e quantitativa do ADN viral, 
possibilitando o seu uso para a avaliação da severidade e risco de complicações 
adjacentes e para a monitorização da terapia antiviral (33).  
Assim, a PCR-TR é determinante para o diagnóstico e monitorização dos doentes 
imunodeprimidos com risco de infecção por CMV. A utilidade clínica da determinação 
da carga viral nestes doentes é a possibilidade de determinar quando se deve iniciar a 
dita terapêutica “preemptive”, de monitorizar a duração e eficácia da terapêutica e 
determinar os doentes que estão em risco de desenvolver uma infecção recorrente por 
CMV (22, 45, 47). 
A PCR-TR tem sido bem reconhecida por apresentar várias vantagens sobre a Nested-
PCR. Para além de permitir a quantificação da carga viral, reduz o risco de 
contaminação, sendo realizado num sistema fechado; é uma técnica laboratorial segura, 
não havendo necessidade de manusear substâncias tóxicas e mutagénicas, tais como o 




resultados. Assim, a PCR-TR é um método com boa sensibilidade e especificidade, 
rápido e quantitativo (33, 47, 142).  
Actualmente, existem diversos estudos que comparam estas duas técnicas no sentido de 
determinar qual é a que apresenta maior sensibilidade, embora os resultados entre os 
estudos sejam contraditórios, pelo que ainda é uma questão polémica (33, 67, 160).  
 
1.8 Diagnóstico das infecções verticais 
O diagnóstico das infecções perinatais por CMV baseia-se no isolamento do vírus ou na 
detecção do genoma viral nas amostras clínicas. Os testes serológicos, nestes casos, não 
são úteis pois a detecção dos anticorpos IgG dirigidos para o CMV nos primeiros 9 a 12 
meses de idade traduzem, geralmente, transmissão transplacentária dos anticorpos 
maternos. A detecção dos anticorpos IgM pode ser útil, apesar da sua ausência não 
descartar uma possível infecção e a sua presença não a confirmar com segurança, 
devido ao grande número de falsos positivos e negativos (136). 
O método de referência para o diagnóstico de infecção congénita no período pós-natal é 
o isolamento do vírus por cultura celular, geralmente da urina do recém-nascido (105), 
por existir uma intensa excreção do vírus através do aparelho urinário, e, com menor 
frequência, da saliva da criança (3). Como foi salientado anteriormente, os resultados do 
isolamento do vírus por cultura celular através do método convencional pode demorar 
cerca de 4 a 6 semanas, enquanto pela técnica de Shell-vials demora cerca de 24 a 48 
horas, pelo que, actualmente, esta tem sido a mais utilizada, embora esteja 
progressivamente a ser substituída por técnicas de biologia molecular (115). 
Os métodos de diagnóstico de biologia molecular baseados na PCR têm demonstrado 
uma boa sensibilidade para a detecção do CMV para uma variedade de amostras 
biológicas, como a urina, saliva, soro, sangue, líquido cefalorraquidiano, tecidos para 
biópsia, leite e lavado broncoalveolar (29, 101, 143, 153). 
A PCR quantitativa pode ser útil para identificar os recém-nascidos com uma carga viral 
mais alta, logo, com maior risco de infecção sintomática e severa, assim como, 




A detecção de CMV na urina dos recém-nascidos nas 3 semanas pós-parto permite fazer 
o diagnóstico de infecção congénita. Como a excreção viral no recém-nascido infectado 
é muito prolongada, podendo chegar aos 3 anos de idade, a detecção do vírus após as 3 
semanas de idade pode ser consequência, tanto de uma infecção congénita como 
perinatal (52, 114). Para proceder ao diagnóstico diferencial tardio entre estes dois tipos 
de infecção pode-se recorrer aos cartões do diagnóstico precoce (Guthrie Cards ou 
“teste do pézinho”), que apresentam sangue seco colhido na primeira semana de idade, e 
obter resultados através de técnicas de PCR. Segundo alguns autores, esta técnica 
apresenta 100% de sensibilidade e 99% de especificidade (112, 113, 114). Desta forma, 
um resultado positivo confirma a infecção congénita, enquanto um negativo confirma a 
infecção adquirida (6, 7, 8). 
Quando o diagnóstico de infecção congénita é rejeitado, a descoberta de uma fonte de 
transmissão de infecção, como é o caso do leite materno ou das secreções cervicais, ao 
mesmo tempo de uma urina ou saliva positiva de um recém-nascido, pode sugerir uma 
infecção perinatal (60).   
Segundo Hamprecht (60), os métodos de diagnóstico de referência para a detecção da 
reactivação viral no leite materno são os de biologia molecular, havendo um aumento de 
sensibilidade quando o leite materno é sujeito a um processo de separação dos seus 
componentes antes da extracção de ADN viral (56, 58). 
 
1.9 Tratamento e prevenção das infecções citomegálicas adquiridas através 
do leite materno 
As infecções perinatais, como referido anteriormente, geralmente mantêm-se 
assintomáticas e, por isso, frequentemente não são diagnosticadas, havendo necessidade 
de recorrer ao tratamento apenas nos casos de infecção sintomática grave (54). Assim, a 
evidência da eficácia do tratamento antiviral nas infecções perinatais por CMV ainda é 
muito limitada e baseia-se principalmente em casos clínicos significativos (108).  
Alguns autores relataram melhoria clínica após administração do ganciclovir na 




multissistémica (55, 89), e nas infecções com sintomatologia como hepatite (89, 110), 
pneumonia (4), colite (19) e meningite (4). Nestes estudos, os autores referem que a 
administração do ganciclovir parece ter diminuído a duração da sintomatologia. Em 
contrapartida, outros referem que, nos seus estudos, os mesmos quadros clínicos 
resolveram-se espontaneamente, sem necessidade de terapêutica antiviral (32, 57, 78, 
86, 92, 100, 150). 
O principal inconveniente do ganciclovir intravenoso é a necessidade de um 
internamento hospitalar prolongado e manutenção de um acesso intravenoso. Desta 
forma, há um risco de desenvolvimento de infecções nosocomiais, especialmente 
relacionadas com o cateter venoso. O ganciclovir oral poderia ser uma alternativa mas 
apresenta uma fraca biodisponibilidade, pelo que seria necessário uma dose muito 
elevada para conseguir ter níveis terapêuticos aceitáveis (5). 
O valganciclovir é um prófarmaco do ganciclovir com uma biodisponibilidade por via 
oral de aproximadamente de 60%. Este fármaco pode representar uma alternativa ao 
tratamento das infecções perinatais, facilitando o seu tratamento no ambulatório e 
diminuindo o risco de infecções nosocomiais. A administração do valganciclovir nos 
recém-nascidos tem sido bem tolerada e tem demonstrado uma boa capacidade de 
inibição da replicação viral de forma prolongada, incluindo no recém-nascido de baixo 
peso (96).  
O ganciclovir e o valganciclovir apresentam diversos efeitos adversos, sendo o mais 
frequente a neutropénia. Por esta razão, é aconselhável um hemograma de controlo 
periodicamente nos recém-nascidos submetidos a esta terapêutica. Relativamente aos 
recém-nascidos prematuros, ainda existem poucos estudos que possam proporcionar 
respostas conclusivas quanto à eficácia da terapêutica antiviral neste grupo (5, 19). 
A administração da imunoglobulina intravenosa (IGIV) tem como objectivo reduzir o 
risco de infecção nos recém-nascidos prematuros e de baixo peso. Actualmente, ainda 
não existe uma evidência para recomendar a sua utilização na prevenção da infecção 
perinatal por CMV. Segundo um estudo sobre esta temática, verificou-se uma menor 
frequência de infecção perinatal nos recém-nascidos com menos de 28 semanas de 




terapêutica profiláctica (23). Num estudo idêntico, verificou-se uma baixa percentagem 
de casos sintomáticos e aumento do número de anticorpos para CMV no grupo a que foi 
administrada a IGIV (95).    
Uma vez que o leite materno é a principal fonte de infecção perinatal no recém-nascido, 
alguns autores referem que uma forma de prevenir a transmissão de CMV no período 
pós-natal seria evitar o aleitamento materno. No entanto, este é um assunto muito 
polémico entre toda a comunidade científica e médica (128). O leite humano, para além 
das suas propriedades nutritivas, que promovem o crescimento e desenvolvimento da 
criança, apresenta na sua composição uma complexidade de células e constituintes que 
têm como principal função a protecção do lactente (77). Assim, as puérperas podem 
transmitir anticorpos específicos contra o CMV mas, ao mesmo tempo, excretar e 
transmitir o CMV através do seu leite. 
O conceito mais actual é que, nos recém-nascidos de termo, os benefícios do 
aleitamento materno são muito superiores ao risco de transmissão de CMV e de 
infecção sintomática. Todavia, este cenário torna-se diferente quando se analisam os 
casos de puérperas que estejam a excretar CMV pelo leite, cujos recém-nascidos são 
prematuros (idade gestacional inferior a 37 semanas) e de baixo peso à nascença (peso 
inferior a 2500g). Nestas situações, vários autores defendem que, por constituírem um 
grupo de risco para a aquisição de infecção citomegálica, deve-se evitar a administração 
do leite materno infeccioso. 
Por esta razão, têm sido estudados vários métodos de inactivação de CMV no leite 
materno. O congelamento do leite a uma temperatura de -20ºC, durante vários dias, 
reduz significativamente a sua carga viral, porém, não a elimina por completo. Assim, 
há uma redução da taxa de transmissão do CMV, mas não assegura a exclusão completa 
deste risco (87, 124, 129, 159). Para além disso, a administração de leite congelado não 
parece prevenir os casos sintomáticos e graves de infecção perinatal (20, 32, 68, 78, 
109). 
O método mais antigo de pasteurização, designado por pasteurização de Holder (63ºC 
durante 30 minutos), elimina o CMV mas também destrói as componentes nutricionais e 




crianças (12, 79). No entanto, um método de pasteurização descrito mais recentemente 
parece ser eficiente na eliminação do CMV, perturbando em menor grau as 
propriedades bioquímicas do leite. Actualmente, este processo é o método de referência 
para a inactivação do vírus no leite materno, que consiste numa curta pasteurização 
(72ºC durante 10 segundos), mas os meios para este procedimento não estão 
comercialmente acessíveis (59, 86, 128). 
Portanto, o dilema de como tratar o leite das mães seropositivas ainda não está 
completamente resolvido mas, com o surgimento destas opções para o seu tratamento, a 
contra-indicação do uso do leite materno é, actualmente, cada vez menos frequente. 
Na actualidade, não existe nenhuma vacina aprovada para a prevenção da doença 
citomegálica, embora estejam em curso ensaios clínicos para o desenvolvimento da 
mesma (73). 
Tendo em conta o estado da investigação aqui delineado, é objectivo do estudo que 
agora se inicia determinar o número de casos de infecção perinatal por CMV através do 
leite materno nos recém-nascidos prematuros (com menos de 35 semanas de idade 
gestacional), admitidos na UCIN do Hospital de São Francisco de Xavier no período de 


































2. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
2.1 População e amostras 
Para a elaboração deste trabalho foram seleccionados, como sujeitos de estudo, todos os 
recém-nascidos com idade gestacional inferior a 35 semanas e respectivas mães, 
internados na Unidade de Cuidados Intensivos de Neonatalogia (UCIN) do Hospital de 
São Francisco Xavier pertencente ao Centro Hospitalar de Lisboa Ocidental (CHLO), 
entre o período de 1 de Outubro de 2010 e 31 Julho de 2011. Foram analisadas as urinas 
dos recém-nascidos e o leite materno das mães na primeira, sexta e décima segunda 
semana após o parto. 
Antes de se proceder à colheita das amostras, procurou-se saber se as mães tinham 
comprovação do seu estado serológico para CMV durante a gravidez, caso isso não 
acontecesse, eram realizadas colheitas de sangue para pesquisa de anticorpos IgG para 
CMV no pós-parto imediato. Todos os pares mãe-bebé cujas mães eram seronegativas 
para CMV foram excluídos do estudo. Foi também motivo de exclusão, a detecção de 
infecção congénita traduzida pela virúria positiva na primeira semana pós-parto. 
Nos casos em que os recém-nascidos apresentaram virúria positiva na segunda fase de 
acompanhamento, correspondente à sexta semana pós-parto, suspendeu-se a análise das 
amostras da décima segunda semana, uma vez que este resultado não iria contribuir para 
os objectivos do estudo. 
Todos os pais dos recém-nascidos que participaram neste estudo assinaram um 
consentimento informado. Este estudo foi aprovado pela Comissão de Ética do Centro 
Hospitalar de Lisboa Ocidental.  
As informações antropométricas e clínicas dos sujeitos em estudo, nomeadamente, a 
idade gestacional, o tipo de parto, o peso do recém-nascido à nascença, o tempo de 
internamento dos neonatais, sinais e sintomas passíveis de infecção citomegálica e 





2.2 Pesquisa de IgG para CMV   
Como referido anteriormente, para a identificação do par mãe-filho com risco de 
transmissão de CMV através do leite materno, procedeu-se à pesquisa de IgG maternas 
para CMV no período pós-natal imediato, à excepção das mães que já tinham 
conhecimento do seu estado serológico antes de se ter iniciado este estudo. Foi então 
colhido sangue periférico àquelas mães e realizado transporte destas amostras 
devidamente acondicionadas para o Laboratório do Hospital da Luz (General-Lab), 
onde foram posteriormente analisadas. Para tal, foi utilizado o Kit IgG CMV- técnica 
“Enzyme Linked Fluorescent Assay” (ELFA), realizado no equipamento “Vidas” 
(BioMérieux). Os resultados inferiores ao valor de 4U/mL foram considerados 
negativos e superiores a 6U/mL foram definidos como positivos. 
  
2.3 Pesquisa de ADN de CMV 
2.3.1 Preparação das amostras 
As amostras de leite materno e de urina dos pares mãe-filho incluídos no presente 
estudo, foram devidamente acondicionadas para realização de transporte para o 
Departamento de Microbiologia da Faculdade de Ciências Médicas da Universidade de 
Lisboa, onde ficaram posteriormente guardadas numa arca refrigeradora a -70ºC. 
Antes do leite materno ser armazenado, foi sujeito a um processo de separação dos 
diferentes componentes, baseado num estudo elaborado por Hamprecht (56), de forma a 
eliminar as fracções celulares e lípidicas. Este autor verificou que nos leites maternos 
com baixa carga viral, que não foram sujeitos ao processo de separação, a reacção de 
amplificação não se concretizava porque a componente lipídica do leite inibia a função 
da Taq polimerase. Assim, o processamento do leite materno com todos os constituintes 
presentes diminui a sensibilidade da técnica de PCR para a detecção do ADN viral. 
Neste mesmo estudo, concluiu-se que o soro do leite, isto é, a componente do leite livre 
de células e de lípidos, seria a escolha mais acertada para uma eficiente amplificação do 
ADN viral.  
O processo de separação dos componentes utilizados consistiu numa centrifugação a 




superior. Seguiu-se nova centrifugação a 3200 x g durante 10 minutos, à temperatura de 
20ºC e, desta vez, foi aproveitada a camada sobrenadante, sendo descartado o 
sedimento.   
 
2.3.2 Extracção de ADN 
Para a realização da extracção do ADN das amostras clínicas (leite materno e urina) foi 
utilizado o “Jetquick Blood and Cell Culture Kit” (Genomed), conforme as instruções 
do fabricante relativas ao protocolo “Purification of DNA from whole blood, serum, 
plasma or other body fluids”. Este kit comercial é composto por colunas de eluição, 
proteinase K, tampões de lavagem (Kx e K2), tampão de lise (K1) e tampão de eluição.  
Inicialmente pipetou-se 200 µl da amostra num tubo de 1,5 ml, ao qual se adicionou 
20µl de proteinase K, 10 µl de RNAse e 200 µl de tampão K1. Esta mistura foi agitada 
no vórtex e colocada no termobloco a incubar, durante 10 minutos, a 58ºC. Desta forma, 
a proteínase K, para além de digerir as proteínas, actua também sobre as nucleases, 
diminuindo a degradação do ADN. O tampão de lise, ou seja, o tampão K1, provoca a 
dissociação do ADN das proteínas nucleares e inibe, de certa forma, a actividade das 
DNAses. A RNAse, por sua vez, degrada o ARN.  
Após esta incubação, acrescentou-se 200 µl de Etanol Absoluto e agitou-se de imediato 
para prevenir a precipitação de ADN. Posteriormente, colocou-se esta mistura na coluna 
micro-spin, previamente inserida num tubo colector de 2ml, e centrifugou-se durante 
um minuto a 10 000 x g à temperatura ambiente (20ºC). O ADN é, assim, retido na 
membrana de sílica-gel, podendo-se rejeitar o líquido filtrado. De seguida, procedeu-se 
à lavagem da coluna com 500 µl do tampão de lavagem Kx e voltou-se a centrifugar 
durante um minuto a 10 000 x g a 20ºC, com rejeição do líquido filtrado no final desta. 
Repetiu-se nova lavagem com 500 µl de tampão K2 nas mesmas condições que a 
anterior. Após estas lavagens, que serviram para aumentar a pureza do ADN, 
centrifugou-se a coluna vazia durante 1 minuto à velocidade máxima de 13 000 x g a 




Colocou-se a coluna num novo tubo de 1,5 ml, adicionou-se 50 µl de tampão de eluição 
(10mM Tris-HCl; pH 8,5), previamente aquecido a 70ºC, deixando actuar durante 2 
minutos. Seguidamente, realizou-se uma centrifugação durante 2 minutos a 10 000 x g a 
20ºC. Estes últimos passos foram repetidos com o objectivo de aumentar a eficácia da 
eluição e, assim, a concentração de ADN. Após o processo de extracção, as amostras 
foram guardadas a -20ºC até serem amplificadas. 
 
2.3.3 Amplificação de fragmentos de ADN por Nested-PCR 
Após a extracção do ADN, procedeu-se à amplificação dos fragmentos de ADN de 
CMV através de uma técnica de reacção da polimerase em cadeia (PCR) com a 
utilização de dois pares de primers distintos em duas séries de reacções de amplificação 
sucessivas. Nesta técnica, designada por Nested-PCR, a segunda PCR amplifica uma 
sequência-alvo dos produtos de amplificação da primeira reacção de forma a melhorar a 
especificidade e eficiência da reacção. 
Para a realização desta técnica de Nested-PCR foi utilizado o protocolo do Laboratório 
de Microbiologia da Faculdade de Ciências Médicas, que foi adaptado a partir de um 
estudo de Wakefield (152), que tem como objectivo amplificar uma região do gene 
gp58. A sensibilidade desta técnica foi previamente testada, utilizando uma suspensão 
da estirpe laboratorial AD-169 com concentração conhecida, na qual se demonstrou que 
se conseguia detectar o genoma de CMV até uma diluição de 900 cópias/mL (112).  
Para a primeira amplificação preparou-se uma mistura de PCR (quantidades utilizadas 
em cada tubo de PCR) contendo os seguintes reagentes, nas respectivas concentrações: 
 5µl de Tampão de Reacção (200mM Tris-HCL (pH 8,4); 500mM KCl) 
 1, 5 mM de MgCl2 
 0, 25 µM de cada um dos primers externos (gB1 e gB2) 
 200µM de dNTP´s 






Tabela 2 – Descrição das sequências oligonucleotídicas dos primers externos, utilizados na 1ª 
reacção de amplificação da Nested-PCR. 
Primers Externos Sequências Oligonucleotídicas 
gB1 5´- GAG GAC AAC GAA ATC CTG TTG GGC A – 3´ 
gB2 5´- GTC GAC GGT GGA GAT ACT GCT GAG G – 3´ 
 
O volume final da mistura de PCR em cada um dos tubos de reacção foi de 20 µl, ao 
qual foi adicionado 5 µl de cada extracto. Antes da adição do extracto colocou-se sobre 
a mistura de PCR uma gota de óleo para prevenir possíveis contaminações.  
Esta mistura final foi colocada no termociclador  “Biometra T Gradient 96” (Alfagene) 
com as seguintes condições de amplificação: desnaturação durante dois minutos a 94ºC, 
seguida de 35 ciclos de amplificação compostos de uma desnaturação a 94ºC durante 30 
segundos, hibridação a 55ºC durante 30 segundos, extensão a 72ºC durante 30 
segundos. Após estes ciclos seguiu-se a etapa final de extensão a 72ºC, durante cinco 
minutos. 
Após a primeira amplificação, todos os tubos de PCR foram submetidos a uma pequena 
centrifugação. De seguida, preparou-se uma nova mistura de PCR, com os reagentes e 
respectivas quantidades:  
 5 µL de Tampão de Reacção (200mM Tris-HCL(pH 8,4); 500mM KCl) 
 1,5 mM de MgCl2 
 0,5 µM de cada um dos primers internos (gB3 e gB4) 
 200 µM de dNTP´s 







Tabela 3 – Descrição das sequências oligonucleotídicas dos primers internos, utilizados na 2ª 
reacção de amplificação da Nested-PCR. 
Primers Internos Sequências Oligonucleotídicas 
gB3 5´- ACC ACC GCA CTG AGG AAT GTC AG – 3´ 
gB4 5´- TCA ATC ATG CGT TTG AAG AGG TA – 3´ 
 
Depois de se ter finalizado a mistura dos reagentes com um volume final de 23 µl para 
cada tubo de reacção, colocou-se uma gota de óleo, adicionando-se posteriormente 2 µl 
do produto amplificado na primeira PCR. Esta mistura foi submetida a uma 
desnaturação durante dois minutos a 94ºC, seguida de 30 ciclos de amplificação 
compostos de uma desnaturação a 94ºC durante 30 segundos, hibridação a 53ºC durante 
30 segundos, extensão a 72ºC durante 30 segundos. Após estes ciclos seguiu-se a etapa 
final de extensão a 72ºC, durante cinco minutos. 
Todas as amostras foram amplificadas em duplicado, ou seja, foram colocadas as 
mesmas quantidades do ADN extraído da amostra clínica em dois tubos de PCR 
distintos. Para se verificar a presença de inibidores nas amostras que impedissem a 
amplificação do ADN, foi ainda testado um controlo interno para cada amostra (para 
este fim, adicionou-se 2µl de controlo positivo – ver abaixo – à amostra). A ausência de 
amplificação neste controlo interno, foi interpretada como demonstrativa da presença de 
inibidores da reacção de PCR. 
Em cada sessão de Nested-PCR foram ainda incluídos: 
- Um controlo positivo (ADN da estirpe-padrão AD 169), para certificar que a reacção 
de amplificação se processava sem problemas e, ao mesmo tempo, para servir de 
“marcador do peso molecular” na detecção da amplificação dos fragmentos de ADN;  






2.3.4 Detecção dos produtos de amplificação 
Após a técnica de Nested-PCR os produtos das reacções de amplificação foram 
separados por electroforese em Gel de Agarose a 1,5% em Tampão TBE 0,5%. Juntou-
se num balão de Erlenmeyer 3,75g de Agarose (Eurobio) e 250 ml de Tampão TBE a 
0,5%. Estes produtos foram aquecidos até se obter uma solução homogénea e 
transparente. Deixou-se arrefecer até à temperatura de cerca de 60ºC e foram 
adicionados 6 µl de Brometo de Etídeo (composto que se intercala nas cadeias de 
ADN). O gel de Agarose foi então colocado no suporte com respectivo pente inserido e 
deixou-se polimerizar durante 30 a 40 minutos. Colocou-se o suporte com o gel de 
Agarose na tina de electroforese, onde ficou submerso no tampão de electroforese 
(Tampão TBE 0,5%). Aos 6 µl de cada amostra amplificada foram adicionados 2µl de 
corante Blue de T Dye e aplicou-se o volume total no correspondente poço. Os produtos 
aplicados no gel foram submetidos a um campo eléctrico de 110V, 5 mA, 10W, durante 
45 minutos, no aparelho de electroforese “GNA 200 Submarine Unit” (Amersham 
Bioeciences). 
A visualização dos produtos de amplificação foi realizada por exposição à luz ultra-
violeta no transiluminador “STX 26M” (Unitec). Procedeu-se à leitura e interpretação 
dos resultados, sendo as imagens dos produtos de amplificação da Nested-PCR 
fotografadas com o sistema de fotografia digital “Kodak EDAS DC290” (Alfagene).     
Considerou-se como resultado negativo, ou seja, ausência do vírus citomegálico na 
respectiva amostra clínica, sempre que não se verificou amplificação em nenhuma das 
duas alíquotas, correspondendo assim à ausência de bandas. Confirmou-se a presença de 
CMV quando se verificou amplificação nas duas alíquotas correspondentes à mesma 
amostra clínica, observando-se as bandas ao mesmo nível das do controlo positivo. No 
caso de visualização de uma banda em apenas uma alíquota, repetiu-se todo o processo 







2.3.5 Técnica de PCR em Tempo Real 
Após a determinação do CMV pela técnica de Nested-PCR, recorreu-se à técnica de 
PCR em Tempo Real, com o intuito de confirmar os resultados e determinar a carga 
viral dos leites maternos. 
Para o processamento das amostras pela técnica de PCR em Tempo Real, efectuou-se a 
extracção de ADN, conforme descrito no ponto 2.3.2. 
A técnica de PCR-TR foi efectuada no Sistema de Detecção de Sequências “ABI Prism 
7000 Fast Real Time” (Applied Biosystems), que consiste num termociclador com um 
sistema óptico para a excitação da fluorescência e detecção da sua emissão, aliado a um 
sistema computorizado com um software específico para aquisição e análise final dos 
dados (figura 6). Deste modo, torna-se possível a monitorização dos produtos de 
amplificação através da utilização de fluorocromos, que ao emitirem fluorescência, 
permitem a sua detecção e integração num sistema computorizado, possibilitando assim 
a respectiva visualização das reacções de amplificação em tempo real (104). 
 
 
Figura 6 – Esquema do método de PCR em Tempo Real (adaptado de Weck, Karen. 2005. 







A técnica de PCR-TR foi efectuada no Laboratório de Microbiologia do Hospital Egas 
Moniz, de acordo com o protocolo adoptado pelo Departamento de Microbiologia da 
Faculdade de Ciências Médicas de Lisboa. 
A sensibilidade desta técnica foi previamente testada por Silva (133), utilizando uma 
suspensão da estirpe laboratorial AD-169 previamente quantificada, através da qual se 
determinou que o limite de sensibilidade foi a diluição com a concentração de 200 
cópias/mL.   
Para o procedimento foram utilizados uma sonda e primers específicos (tabela 4) para a 
região UL83 (283 pares de bases), que codifica a fosfoproteína pp65 do genoma do 
CMV. A sonda classifica-se como sonda de hidrólise, que é complementar à região 
interna do produto que se pretende amplificar e apresenta na extremidade 5´ um 
fluorocromo Reporter e na extremidade 3´ um Quencher. Enquanto a sonda se encontrar 
intacta, a fluorescência emitida pelo Reporter é absorvida pelo Quencher. Durante a 
PCR, na fase de hibridação, os primers e a sonda hibridizam com a sequência-alvo, 
sendo que posteriormente, na fase de extensão dos primers, a sonda é degradada pela 
actividade de exonuclease da Taq polimerase. Assim, ocorre a separação do reporter e 
quencher, permitindo a detecção da fluorescência emitida pelo reporter livre. Durante 
os sucessivos ciclos de PCR, existe um aumento da fluorescência devido à acumulação 
progressiva e exponencial de fluorocromos do tipo reporter livres (147).  
Para além disto, também se encontra na extremidade 3´ da sonda uma molécula 
designada por MGB (minor groove binding), que permite o aumento da temperatura de 
desnaturação da sonda. Esta característica viabiliza a utilização de uma sonda 
significativamente mais curta, resultando numa maior especificidade para as sequências 
(50). 
Nos ensaios realizados por PCR-TR as concentrações utilizadas em cada mistura de 
reacção foram as seguintes: 
 1X TaqMan Universal PCR Master Mix 
 7 µMolar de cada primer (Forward e Reverse) 




Tabela 4 – Descrição das sequências oligonucleotídicas dos primers e sonda utilizados na PCR 
em Tempo Real. 
 Sequências Oligonucleotídicas 
Primer Forward 5´- CCC TCC GGC AAG CTC TTT- 3´ 
Primer Reverse 5´- CAG GTC CTC TTC CAC GTC AGA- 3´ 
Sonda 5´- TGC ACG TCA CGC TGG -3´ 
 
O volume na mistura de PCR-TR em cada uma das reacções foi de 20µl, aos quais 
foram adicionados 5µl de cada amostra, perfazendo um volume total de 25µl.  
 
 
Figura 7 – Ciclos de amplificação da PCR em tempo real. 
 
As condições de amplificação foram representadas na figura anterior: ciclo inicial de 2 
minutos a 50ºC, seguido de desnaturação inicial a 95ºC, durante 10 minutos e, por 
último, 50 ciclos compostos por desnaturação a 95ºC durante 15 segundos e 
hibridação/extensão a 60ºC durante 1 minuto. 
Os resultados das amplificações foram analisados informaticamente através do “ABI 




A PCR-TR permite a determinação da quantidade de produto de PCR a cada ciclo de 
amplificação através da intensidade de fluorescência medida. A reacção de amplificação 
de cada amostra divide-se em três fases distintas: exponencial, linear e estacionária 
(figura 8). Inicialmente apresenta pequenas variações de fluorescência cujo 
desenvolvimento não é exponencial, encontrando-se na região da linha de base. Um 
aumento dos valores da fluorescência acima da linha de base indica a detecção de cópias 
da sequência-alvo. O ciclo no qual a detecção da fluorescência passa de níveis 
insignificantes a claramente detectável, é denominado ciclo limiar ou threshold cycle 
(Ct). A partir deste ciclo dá-se o início da fase exponencial, caracterizada por uma 
elevada eficiência da amplificação, onde se acumulam os produtos de reacção que são 
duplicados (se a eficiência for de 100%) a cada ciclo. Na fase linear, verifica-se uma 
diminuição do declive da curva de amplificação, resultado do decréscimo de eficiência 
da amplificação. Por fim, é alcançada a fase estacionária, onde não existem novos 




Figura 8 – Curva de amplificação da PCR-TR (adaptado de Novais, Caroline Monteiro, 
Melissa Pires Alves. 2004. PCR em tempo real. Revista Biotecnologia Ciência e 





Neste estudo, de modo a interpretar os resultados de uma forma quantitativa, utilizou-se 
a quantificação absoluta, ou seja, a quantidade do produto de amplificação baseia-se na 
comparação da intensidade da fluorescência com uma curva-padrão ou curva de 
calibração, desenhada a partir de várias diluições com quantidades de ADN viral 
conhecidas (figura 9).  
Para a construção da curva de calibração foi utilizado um extraído da AD169 com uma 
concentração de ADN de CMV previamente conhecida (351 000 000 cópias/mL). Para 
tal, em cada sessão de PCR-TR foram realizadas diluições seriadas para a preparação de 
padrões com concentrações de 351 000, 35 100, 3 510, 351 cópias/mL.  
  
 
Figura 9 – Construção da curva de calibração. Primeiro gráfico representa reacções de 
amplificação de diluições seriadas de um extraído com concentração viral conhecida, 
correlacionando a concentração de ADN (em número de cópias/mL) com o momento em que 
ocorre um aumento significativo da intensidade de fluorescência (Ct). A partir destes dados 
constrói-se a curva de calibração, que servirá de base para a quantificação da carga viral das 
amostras testadas (http://www.roche-applied-science.com/lightcycler-online). 
  
 
Os resultados positivos foram obtidos por extrapolação dos valores de Ct. Desta forma, 
os valores de Ct determinados para cada amostra são equiparados com os valores de Ct 
da curva de calibração, fazendo corresponder a um valor aproximado de concentração 




Relativamente aos resultados positivos cuja elevação significativa da linha de base 
observava-se depois do último padrão da curva de calibração, considerou-se o valor da 
carga viral como sendo < 351 cópias/mL. Uma reacção foi considerada negativa, 
quando não se verificou qualquer aumento da curva de amplificação para além do limiar 
de fluorescência (threshold). Cada amostra foi processada em duplicado. Sempre que 
não se verificou amplificação nos dois poços relativos à mesma amostra, repetiu-se todo 
o processo (incluindo novas extracções).  
Como medidas de controlo por sessão de PCR-TR foram utilizados controlos negativos 
e controlos positivos, que consistiram respectivamente, na substituição dos extraídos 

























3. RESULTADOS  
 
Entre o período de 1 de Outubro de 2010 e 31 de Julho de 2011 foram internados, na 
UCIN do Hospital de São Francisco Xavier, 84 recém-nascidos (correspondendo a 76 
puérperas, entre as quais oito tiveram partos gemelares) com idade gestacional inferior a 
35 semanas. Dezoito recém-nascidos foram excluídos do estudo devido ao facto das 
suas mães serem seronegativas para CMV (ausência de IgG para CMV) (Figura 10). 
Portanto, do total de 76 puérperas, 18 (24%) eram seronegativas para CMV.  
 
 
Figura 10- Resultados dos testes serológicos (detecção do anticorpo IgG anti-CMV) nas mães 
dos recém-nascidos com idade gestacional inferior a 35 semanas que foram internados na UCIN 
do Hospital de São Francisco de Xavier.   
 
Dos 66 recém-nascidos, foram excluídos mais quatro (dois por ausência de produção de 
leite materno; um por suspensão de amamentação, visto que a puérpera cumpria 
terapêutica com efeitos adversos para o lactente; um por óbito neonatal), restando 62 




 3.1 Resultados da detecção de CMV na urina dos lactentes 
Na primeira semana pós-parto, procedeu-se à detecção da presença de CMV na urina 
dos 62 recém-nascidos através da técnica de Nested-PCR (tabela 5). Desta forma, 
constatou-se que dois (3,2%) recém-nascidos apresentaram virúria positiva para CMV, 
ou seja, foi-lhes diagnosticado uma infecção citomegálica congénita, pelo que foram 
automaticamente excluídos do presente estudo, restando 60 recém-nascidos (53 mães). 
Esta informação foi transmitida ao clínico, o mais precocemente possível, com o intuito 
de se realizar um acompanhamento devido aos respectivos recém-nascidos.  
 
Tabela 5– Detecção de ADN do CMV nas urinas dos recém-nascidos na 1ª semana de vida, 




Negativo 60 (96,8) 
Positivo 2 (3,2) 




Observando a tabela 6, constatou-se que na sexta semana pós-parto, não se realizaram 
12 (20%) colheitas de urina (dez casos por ausência à consulta de acompanhamento e 
dois por óbito neonatal).  
Relativamente às urinas colhidas dos restantes 48 lactentes, na sexta semana pós-parto 
verificou-se a presença de ADN de CMV na urina de oito (16,7%) lactentes, que se 
traduziu no diagnóstico de infecção perinatal. A urina destes lactentes não foi sujeita a 
mais nenhuma avaliação, ficando 40 lactentes por analisar posteriormente. Na décima 
segunda semana detectou-se a presença de ADN de CMV na urina de nove lactentes de 
um total de 34 (em seis casos não houve comparência à consulta de acompanhamento), 




Tabela 6 – Detecção de ADN do CMV nas urinas dos lactentes na 6ª e 12ª semana de vida, 






Negativo 40 (83,3) 25 (73,5) 
Positivo 8 (16,7) 9 (26,5) 
Total de Amostras 
Analisadas 
48 (100) 34 (100) 
Sem amostra 12 6 
 
Em suma, ao longo da sexta e décima segunda semana pós-parto ocorreu perda do 
acompanhamento proposto relativamente ao número inicial (sessenta) dos sujeitos de 
estudo, por indisponibilidade por parte dos pais em acompanhar o estudo (apesar de 
consentimento informado assinado) ou óbito neonatal. Desta forma, ficou por 
determinar o resultado de 18 (30%) lactentes, restando 42 que levaram o estudo até ao 
final. No conjunto dos resultados obtidos, detectaram-se 17 infecções perinatais, que 






Detecção de ADN de CMV nas Urinas dos 
Lactentes
 





 3.2 Resultados qualitativos da pesquisa de CMV no leite materno 
No sentido de perceber se as infecções perinatais detectadas têm origem na transmissão 
de CMV pelo leite materno, procedeu-se em simultâneo à pesquisa de CMV no mesmo, 
através da Nested-PCR.  
Na primeira semana pós-parto foram analisados 53 leites maternos nos quais se detectou 
ADN de CMV em 18 leites (34%). Na sexta semana, do total de 33 leites maternos 
analisados, detectou-se ADN de CMV em 23 (69,7%). Na décima segunda semana, do 
total de 19 leites maternos analisados, detectou-se presença de ADN de CMV em sete 
(36,8%). Ao longo do estudo, constatou-se uma redução de amostras de leite materno 
para analisar por falta de participação dos pais ou por ausência de produção de leite 
materno. 
 
Tabela 7 – Detecção de ADN do CMV nos leites maternos na 1ª, 6ª e 12ª semana pós-parto, 








Negativo 35 (66,0) 10 (30,3) 12 (63,2) 
Positivo 18 (34,0) 23 (69,7) 7 (36,8) 
Total de Amostras 
Analisadas 
53 (100) 33 (100) 19 (100) 
Sem amostra 0 20 34 
 
Comparando estes resultados, observou-se um aumento do número de leites maternos 
positivos na sexta semana pós-parto. Este facto confirma-se através da observação da 
figura seguinte (Figura 12), que reflecte a evolução da excreção do CMV no leite 
materno de forma individualizada, ou seja, de cada mãe.  
Analisando esta figura, constatou-se que na sexta semana 15 leites maternos, 
anteriormente com resultados negativos, tornaram-se positivos. No entanto, nesta 
semana detectou-se também dois resultados negativos de mães que anteriormente já 





Figura 12 – Evolução de excreção do CMV no leite materno através dos resultados da detecção 
do ADN de CMV no leite materno pela técnica de diagnóstico Nested-PCR. 
 
Na décima segunda semana, verificou-se que apenas um leite materno passou de 
negativo a positivo (aquele que na primeira semana já tinha tido resultado positivo). 
Para além disso, constatou-se um decréscimo acentuado de resultados positivos na 
décima segunda semana, já que sete leites positivos na sexta semana ficaram negativos 




Em relação às 37 mães que acompanharam o estudo até ao seu término verificou-se que 
27 (72,9%) excretaram CMV através do leite materno ao longo do estudo, sendo que 14 
(51,8%) leites maternos foram positivos para CMV logo na primeira semana pós-parto.    
 
3.3 Relação entre os resultados das urinas dos lactentes e do leite materno 
das respectivas mães 
Constatou-se que sete dos oito lactentes, com infecção perinatal detectada na sexta 
semana, foram alimentados com leite materno com presença de ADN de CMV (três 
leites com resultado positivo logo na primeira semana). Pode-se presumir que um dos 
lactentes com infecção perinatal, diagnosticada na sexta semana, não adquiriu esta 
infecção através da amamentação, visto que o leite da respectiva mãe nunca apresentou 
resultados positivos na detecção do CMV. Quanto às nove infecções perinatais 
detectadas na décima segunda semana, verificou-se que todas as mães das crianças 
infectadas excretaram CMV no leite materno (das quais sete iniciaram sua excreção 
viral precocemente, sendo detectada a presença de CMV logo na primeira semana pós-
parto).  
É de salientar que nem todas as crianças alimentadas com leite com presença de ADN 
de CMV adquiriram, até à data, infecção perinatal, ou seja, nem todas as mães que 
excretaram CMV através do leite foram transmissoras desta infecção (observou-se 
40,7% de mães não transmissoras). Deste modo, procurou-se determinar outros factores 
que possam estar a influenciar a transmissão do vírus. 
 
3.4 Resultados quantitativos da detecção de CMV no leite materno 
 Com base em diversos estudos, a presença precoce do CMV, a carga viral elevada e a 
duração prolongada da excreção viral no leite materno são factores de risco acrescidos 
para a infecção perinatal de CMV através do aleitamento natural (57, 69, 124). Desta 
forma, com o intuito de verificar alguma relação entre estes factores e a transmissão da 
infecção perinatal de CMV através do leite materno nos lactentes do presente estudo, 




procedeu-se à identificação quantitativa do ADN de CMV nos leites maternos que 
anteriormente foram identificados como positivos na Nested-PCR. 
 
3.4.1 Curvas de calibração e variação intra e inter-ensaios 
Para cada sessão de PCR-TR realizou-se uma curva de calibração de forma a permitir 
uma quantificação absoluta de ADN de CMV. A partir do valor do declive desta curva 





A eficiência da reacção de amplificação deve encontrar-se no intervalo de 90-110%, 
correspondendo a uma slope de -3.1 a -3,6 (119). Assim, determinou-se a eficiência das 
sessões de PCR-TR efectuadas, encontrando-se dentro do intervalo devido, tal como se 
pode constatar seguidamente. 




Figura 13 – Gráficos das curvas de calibração utilizadas na quantificação do CMV e 
respectivos valores do declive e eficiência. 








Para a determinação da variação intra e inter-ensaios utilizou-se três controlos de 
qualidade com cargas virais de CMV diferentes e previamente conhecidas. Cada 
controlo de qualidade foi amplificado em triplicado em cada sessão de PCR-TR. 
 
Tabela 8 – Valores de desvio-padrão, média e coeficiente de Variação Intra-ensaio de duas 
sessões de PCR-TR distintas (denominadas como A e B). 
Controlo de Qualidade 365018 365020 15130 





566,2 5 833,9 1 393,9 16 197,0 15 925,7 




803,3 32 185,4 34 158,2 130 534,9 106 485,6 
 
Coeficiente de Variação 
Intra-ensaio  (%) 
 
55,5 70,5 18,1 4,1 12,4 14,9 
 
Através da análise da tabela 8, constatou-se que o coeficiente de variação intra-ensaio 
nas duas sessões de PCR é elevado (55,5% e 70,5%) quando se testou o controlo de 
qualidade com carga vírica menor. Nos restantes controlos de qualidade, com 
concentrações de ADN vírico mais elevadas, verificaram-se menores coeficientes de 
variação intra-ensaio. 
 
Tabela 9 – Valores do desvio-padrão, média e coeficiente de variação Inter-ensaio (A e B). 
Controlo de Qualidade 365018 365020 15130 
Desvio-Padrão (cópias/mL) 475,3 3944,4 19490,34 
Concentração Média (cópias/mL) 530,2 33171,8 118510,3 
Coeficiente de Variação Inter-ensaio  (%) 89,6 11,9 16,4 
 
A variação inter-ensaio entre os controlos de qualidade de concentração de ADN mais 
elevado foi 11,9% e 16,4%, averiguando-se mais uma vez um aumento do coeficiente 




3.4.2 Evolução da excreção viral no leite materno 
Após a detecção dos leites maternos positivos para CMV através da técnica de Nested-
PCR procedeu-se à quantificação da carga viral dos mesmos.  
Como referido anteriormente, com os resultados da Nested-PCR verificou-se que, do 
total de 53 mães, 18 excretaram CMV na primeira semana pós-parto, 23 na sexta 
semana e sete na décima segunda semana.  
Do ponto de vista quantitativo, verifica-se que a média da carga viral dos leites da 
primeira semana é ligeiramente inferior à da sexta semana (ver tabela 10). No entanto, a 
média da carga viral do leite na primeira semana é adulterada pelo valor máximo, 
notando-se uma grande diferença deste valor para o valor seguinte (24 474,76 
cópias/mL). Deste modo, através da mediana consegue-se visualizar uma discrepância 
acentuada entre os valores da carga viral do leite na primeira semana e sexta semana, 
revelando inclusivamente um pico acentuado nesta última e, posteriormente, um 
decréscimo considerável da carga viral na décima segunda semana.  
 
Tabela 10 – Média, mediana, mínimos e máximos dos resultados quantitativos do leite materno 
na primeira, sexta e décima segunda semana pós-parto. 
Carga Viral 
(cópiasADN/mL) 
Leite Materno      
1ª semana 
Leite Materno       
6ªsemana 
Leite Materno      
12ªsemana 
Média 29 656,9 30 784,6 16 861,9 
Mediana 4 309,5 17 718,5 1 575,0 
Mínimo < 351,0 < 351,0 < 351,0 
Máximo 423 944,2 176 239,9 107 961,3 
Número de Amostras 
Analisadas 





3.4.3 Carga viral do leite materno e transmissão de infecção perinatal 
de CMV 
Com o objectivo de verificar se existe uma relação entre a carga viral do leite materno e 
a transmissão de infecção perinatal de CMV, comparou-se os resultados das urinas dos 
lactentes que acompanharam o estudo até à décima segunda semana e a carga viral do 
leite materno (tendo em conta apenas os leites com presença de ADN de CMV) das 
respectivas mães ao longo das primeiras doze semanas pós-parto. Para a comparação 
desta variável quantitativa (carga viral), entre os dois grupos de mães transmissoras e 
não transmissoras de infecção perinatal de CMV, foi utilizado o teste não paramétrico 
de Mann-Whitney (144). 
Relativamente à primeira semana pós-parto (figura 14), verificou-se que a mediana da 
carga viral das mães não transmissoras de infecção perinatal de CMV encontra-se na 
ordem de 616,46 cópias de ADN viral/mL e a das mães transmissoras na ordem de 
6181,5 cópias/mL, sendo a mediana da carga viral das mães não transmissoras inferior à 
das transmissoras.  
 
Figura 14 – Relação entre a carga viral do leite materno na 1ª semana pós-parto entre as mães 
transmissoras e não transmissoras de infecção perinatal de CMV aos respectivos filhos (valor p 
correspondente ao Teste de Mann-Whitney). 





Visto que o número de pares mãe-bebé neste estudo é reduzido, a interpretação do valor 
p é realizada de acordo com o autor Bland (13) (ver anexo 1). Assim, estatisticamente 
existe uma fraca evidência de uma diferença da carga viral do leite materno entre os 
dois grupos de mães (0,05 < p < 0,1), na primeira semana pós-parto. Para além disso, a 
mediana da carga viral das mães que não transmitiram a infecção está muito próxima do 
valor mínimo (351 cópias/mL), o que não se constatou no grupo das mães 
transmissoras. 
Neste último grupo existe uma maior amplitude dos dados da carga viral, sendo o valor 
mínimo de 351 cópias/mL e o valor máximo de 18 785,3 cópias/mL. No caso das mães 
não transmissoras, através da figura 5, consegue-se reconhecer um outlier moderado 
(que corresponde a 5 535,95 cópias/mL), representado com um ponto. De acordo com 
Moroco (94) e Pestana (118), define-se outlier superior moderado como um valor 
discordante num conjunto de dados, sendo pelo menos, um valor 1,5 vezes superior ao 
3º quartil. Assim considerou-se, nesta amostra, que o valor máximo de carga viral do 
leite das mães não transmissoras é de 3115 cópias/mL.  
 
Figura 15 – Relação entre a carga viral do leite materno na 6ª semana pós-parto entre as mães 
transmissoras e não transmissoras de infecção perinatal de CMV aos respectivos filhos (valor p 
correspondente ao Teste de Mann-Whitney). 
 





Quanto à sexta semana pós-parto (figura 15), verificou-se a existência de dois outliers 
severos no grupo das mães não transmissoras (o mais alto com uma carga viral de 176 
239,9 cópias/mL e o seguinte com o valor de 100 858,41 cópias/mL).  
Segundo Moroco (94) e Pestana (118), os outliers superiores severos correspondem a 
valores, no mínimo, três vezes superiores ao 3º quartil. Estes outliers severos não estão 
visíveis na seguinte figura porque obrigaria a utilização de uma escala muito superior, 
não permitindo uma percepção eficiente dos restantes valores. Em relação ao grupo das 
mães transmissoras de CMV, constatou-se a existência de dois outliers moderados com 
os valores de 82 842,59 e 72 312,11 cópias/mL (representados na figura por pontos).  
Através da visualização da figura 15, constatou-se também que a carga viral dos leites 
das mães que não transmitem CMV apresenta, mais uma vez, uma mediana inferior à 
das mães que transmitem, sendo respectivamente 10 682,6 e 21 358 cópias/mL. No 
entanto, através do teste de Mann-Whitney e de acordo com Bland (13), verificou-se 
que, na sexta semana pós-parto, os dois grupos de mães apresentam pouca ou nenhuma 
diferença estatisticamente significativa no que respeita à mediana da carga viral dos 
leites maternos (p > 0,1). 
No grupo das mães que não transmitiram CMV verificou-se que 50% dos valores da 
carga viral do leite encontram-se aproximadamente entre as 5 000 e as 27 000 
cópias/mL. O valor mínimo e máximo deste grupo foi respectivamente 739,9 e 35 165,3 
cópias/mL. No grupo das mães que transmitiram CMV constatou-se que 50% dos 
valores da carga viral do leite encontram-se aproximadamente entre as 11 000 e as 33 
000 cópias/mL. O valor mínimo e máximo deste grupo foi respectivamente 351 e 42 
665,3 cópias/mL. 
Na décima segunda semana pós-parto (figura 16), a carga viral dos leites das mães não 
transmissoras de CMV variou entre 351 a 1575 cópias/mL, apresentando metade dos 
valores entre o intervalo aproximado de 400 a 1100 cópias/mL.  
No grupo das mães transmissoras, o valor mínimo (675,8 cópias/mL) observado é 
superior à mediana das mães que não transmitem CMV. O valor máximo correspondeu 
a 4 011,54 cópias/mL, sendo detectado um outlier severo de 107 961,3 cópias/mL (não 





Figura 16 – Relação entre a carga viral do leite materno na 12ª semana pós-parto entre as mães 
transmissoras e não transmissoras de infecção perinatal de CMV aos respectivos filhos (valor p 
correspondente ao Teste de Mann-Whitney). 
 
Constatou-se que a mediana da carga viral das mães não transmissoras de CMV (531,7 
cópias/mL) é inferior à da carga viral dos leites das mães transmissoras (3 541,5 
cópias/mL). Estatisticamente há uma evidência de uma diferença entre as medianas da 
carga viral do grupo das mães transmissoras e não transmissoras (0,01 < p < 0,05), na 
décima segunda semana. 
Através do gráfico seguinte (figura 17), obteve-se uma visão geral da evolução das 
medianas da carga viral no grupo das mães transmissoras e não transmissoras ao longo 
do estudo. 
Deste modo, constatou-se que os resultados quantitativos obtidos no grupo das mães 
transmissoras foi sempre superior aos obtidos pelas mães não transmissoras. Salienta-se 
ainda um crescimento significativo da carga viral excretada no leite materno desde a 
primeira semana até à sexta semana, e consequente decréscimo até à décima segunda 
semana pós-parto, nos dois grupos de mães.  





Portanto, a análise destes dados permite verificar que a dinâmica de reactivação do 
CMV através do leite materno é semelhante em todas as mães, quer sejam transmissoras 
ou não da infecção, com a excepção do facto de nas mães transmissoras a mediana da 




Figura 17 - Comparação da excreção de CMV no leite materno entre as mães transmissoras e 
não transmissoras, ao longo do estudo. 
 
3.5 Caracterização do grupo de lactentes infectados e não infectados com 
CMV  
Analisando individualmente o grupo dos lactentes com infecção perinatal por CMV e o 
grupo dos lactentes sem infecção pode-se averiguar que, quanto às características 
antropométricas, são idênticos (Tabela 11). No que respeita ao tempo de internamento, a 
média deste item nos lactentes sem infecção perinatal é superior relativamente à do 
grupo dos lactentes com infecção perinatal devido a um caso de internamento longo de 




Através do teste não paramétrico de Mann-Whitney confirmou-se que, estatisticamente, 
existe pouca ou nenhuma evidência de uma diferença entre o grupo de lactentes com e 
sem infecção perinatal, sendo o valor p superior a 0,1. 
 
Tabela 11 – Características antropométricas e tempo de internamento na UCIN dos lactentes 
com e sem infecção perinatal.  
 
 
Lactentes Sem Infecção 
Perinatal (N=25) 
Lactentes com Infecção 
Perinatal (N=17) 
 Média Mediana Mín./Máx. Média Mediana Mín./Máx. 
Idade Gestacional* 
(semanas) 
30,6 32,0 [25-34] 31,2 31,0 [25-34] 




36.25 17.5 [4-177] 24,12 18,0 [6-105] 
*p= 0,764;  **p= 0,805;  *** p= 0,924 (Teste de Mann-Whitney) 
 
Como salientado no capítulo 1, existem várias formas de transmissão do CMV, entre as 
quais, através do contacto com as secreções cervicais durante a passagem do canal de 
parto e através da transfusão de hemoderivados. Desta forma, é importante ter 
conhecimento do tipo de parto dos lactentes e se estes foram sujeitos a transfusões 
sanguíneas durante o seu internamento na UCIN, uma vez que estes factores podem 














Total dos Lactentes  
(N=43) 
Parto Normal* 6 (24%) 4 (23,5%) 10 (23,3%) 
Transfusão de 
Sangue** 
9 (36%) 2 (11,8%) 11 (25,6%) 
*p= 1;  **p= 0,085 (Teste Exacto de Fisher) 
 
Observando a tabela 12, constatou-se que 23,3% do total dos sujeitos de estudo 
nasceram de parto normal (definido como parto em que ocorra passagem do recém-
nascido pelo canal cervical, incluindo, por isso, todos os partos eutócicos e partos 
distócicos com auxilio de fórceps ou ventosas). Através da análise da mesma tabela 
pode-se também observar que estes recém-nascidos estão distribuídos de forma idêntica 
nos dois grupos, mais concretamente, 24% dos lactentes sem infecção perinatal e 23,5% 
dos lactentes com infecção perinatal tiveram parto normal. Assim, a diferença de 
percentagem dos partos entre os dois grupos de lactentes não foi significativa, sugerindo 
que a transmissão através das secreções vaginais não teve um papel significativo na 
transmissão.   
Outro factor importante, para a caracterização dos sujeitos do estudo, consiste em saber 
se os lactentes foram submetidos a transfusões sanguíneas pois estes podem adquirir 
infecção por CMV através desta fonte de transmissão. Desta forma, dos 42 lactentes 
onze (25,6%) receberam pelo menos uma transfusão sanguínea, dos quais houve uma 
maior percentagem no grupo sem infecção (36%) do que no grupo com infecção por 
CMV (11,8%). 
Com o objectivo de confirmar, estatisticamente, se existiriam diferenças significativas 
entre o grupo dos lactentes com e sem infecção perinatal por CMV em relação ao tipo 
de parto e administração de transfusão de sangue, foi aplicado o teste estatístico de 




significativas nos dois grupos de lactentes quanto às variáveis descritas anteriormente, 
visto que, o nível de significância é superior a 5%. 
Um dos critérios de inclusão para os sujeitos do presente estudo era o facto de serem 
prematuros (IG < 35 semanas), constituindo por si só um factor de risco para aquisição 
de infecção perinatal por CMV. Com base na literatura científica, sabe-se que a idade 
gestacional é inversamente proporcional ao risco de transmissão de infecção perinatal, 
ou seja, quanto menor a IG maior o risco de infecção. Alguns autores (18) acrescentam 
ainda que, pelo facto de ocorrer uma transferência de anticorpos maternos via 
transplacentária depois da 28ª semana de gestação, os extremos prematuros (IG < 28 
semanas) estão mais susceptíveis à infecção perinatal. 
Após a elaboração da tabela 13, constatou-se que apenas 20% (dois) dos extremos 
prematuros adquiriram infecção perinatal por CMV, enquanto cerca de 47% (quinze) 
dos prematuros com mais de 28 semanas de gestação adquiriram a mesma. 
 





Infecção Perinatal  
Leite CMV+ 
Infecção Perinatal 
Leite CMV-  
Total 
 
≤ 28  8  1  1  10  
>28  17  15  0  32  
Total 25  16 1 42 
 p= 0,162 (Teste Exacto de Fisher) 
 
Com o objectivo de determinar se existiriam diferenças significativas entre o grupo dos 
lactentes com e sem infecção perinatal por CMV, quando divididos consoante a idade 
gestacional inferior a 28 semanas, foi aplicado o teste estatístico de Fisher. Desta forma, 
averiguou-se que o valor p era superior a 0,1, ou seja, estisticamente existe pouca ou 
nenhuma evidência de uma diferença entre os dois grupos de lactentes, no que respeita à 




do recém-nascido à nascença não parece influenciar a aquisição de infecção perinatal 
por CMV na amostra populacional em estudo. 
Outro factor de risco para a aquisição da infecção perinatal por CMV nos lactentes é o 
muito baixo peso à nascença, ou seja, todo o recém-nascido com peso inferior ou igual a 
1500g (10). Vários autores referem que os recém-nascidos com peso inferior a 1500g à 
nascença estão mais susceptíveis de obterem infecção perinatal por CMV (57, 86, 150).  
 









≤1500 11  9  1  21 
>1500 14  7  0 21 
Total 25 16 1 42 
 p= 0,530 (Teste Exacto de Fisher) 
 
Observando a tabela anterior, verificou-se que o número de recém-nascidos infectados 
com CMV é ligeiramente superior no grupo dos recém-nascidos com peso inferior e 
igual a 1500g à nascença, em comparação com o grupo com peso superior a 1500g. No 
entanto, através do teste Exacto de Fisher, constatou-se que o nível de significância 
entre os dois grupos é superior a 10%, logo, estatisticamente o peso inferior ou igual a 
1500g é um factor que não contribui para a aquisição da infecção perinatal de CMV 
nesta amostragem.  
A duração da amamentação pode também influenciar a transmissão de infecção de 
CMV, visto que os lactentes que ingerem leite materno com presença de CMV durante 
um período mais longo têm maior risco de serem infectados dos que ingerem durante 
pouco tempo leite materno contaminado (138, 157). Desta forma, elaborou-se uma 
tabela que relaciona a duração do aleitamento materno e a transmissão de infecção 




Através da análise da tabela 15, constatou-se que dos quatro lactentes que foram 
amamentados apenas até à primeira semana de idade com leite materno com presença 
de vírus, apenas um (25%) dos lactentes não foi infectado com o vírus de CMV. Do 
total de sete lactentes, que ingeriram leite materno com presença de CMV até à sexta 
semana, dois (28,6%) foram infectados com CMV enquanto que, do total 20 lactentes 
que beberam leite materno com presença de CMV até à décima segunda semana, onze 
(55%) adquiriram infecção por CMV. Apesar de se verificar um maior número de 
lactentes infectados no grupo dos que mantiveram a ingestão de leite materno até pelo 
menos às 12 semanas (11/16), 3 destes lactentes já se encontravam infectados com 
CMV na sexta semana pós-parto. 
 
Tabela 15 – Relação entre a infecção perinatal de CMV e a duração do aleitamento materno, 
nos casos em que ocorre excreção viral.  
Duração do 
aleitamento materno 
Sem Infecção Infecção Perinatal  Total 
Até 1 semana 1 3 4 
Até 6 semanas 5 2 7 
Até 12 semanas 9 11 20 
Total 15 16 31 
 p= 0,379 (Teste Exacto de Fisher) 
 
Segundo o Teste Exacto de Fisher, estatisticamente existe pouca ou nenhuma evidência 
de uma relação entre a duração do aleitamento com leite materno infectado com CMV e 
a aquisição de infecção perinatal citomegálica nesta amostragem, visto que o valor p foi 
superior a 0,1. 
 
3.6 Manifestações Clínicas  
 
A única manifestação clínica/laboratorial descrita nos lactentes com infecção perinatal 
por CMV foi uma alteração laboratorial, nomeadamente, a neutropénia (contagem de 




De dezassete lactentes, com diagnóstico de infecção citomegálica, sete (41,2%) 
apresentaram neutropénia, número este que inclui o lactente que nunca ingeriu leite 
materno com presença de CMV. Portanto, contando apenas com os lactentes com 
infecção perinatal que ingeriram leite com presença de CMV, seis (37,5%) 
apresentaram neutropénia do total de dezasseis lactentes. No entanto, esta alteração 
laboratorial também foi descrita em seis (24%) lactentes sem infecção perinatal.  
 
Tabela 16 – Relação entre a infecção perinatal de CMV e a neutropénia, nos casos em que 









Sem Neutropénia 19  10  0  29 
 Neutropénia 6 6  1 13 
Total 25 16 1 42 
*( p= 0,208, através do Teste Exacto de Fisher) 
 
Com base no Teste Exacto de Fisher, constatou-se que estatisticamente existe pouca ou 
nenhuma evidência de uma associação significativa entre a infecção perinatal e a 
presença de neutropénia nesta amostra populacional, uma vez que o nível de 
significância foi superior a 0,1. 
A neutropénia observada nos dois grupos de lactentes desapareceu espontaneamente, 






























4. DISCUSSÃO E CONCLUSÕES 
 
O presente estudo visou determinar a prevalência da infecção perinatal citomegálica, 
transmitida através do aleitamento materno a recém-nascidos prematuros, e identificar 
as suas consequências clínicas.  
O nascimento de um recém-nascido prematuro obriga, por norma, ao seu internamento 
numa Unidade de Cuidados Intensivos de Neonatologia, de forma a permitir a vigilância 
do seu estado clínico e assegurar a sua sobrevivência. Desta forma, para a realização 
deste estudo foi seleccionada a Unidade de Cuidados Intensivos de Neonatologia do 
Hospital S. Francisco Xavier. Com base no relatório anual da UCIN, constatou-se que 
os critérios iniciais para a selecção da amostra populacional (prematuros de idade 
gestacional inferior a 32 semanas e/ou de peso ao nascer inferior a 1500g) reduziam 
demasiado o número de recém-nascidos aptos para o estudo. Assim, foi necessário 
alterar os critérios de inclusão dos sujeitos de estudo, passando a aceitar todos os recém-
nascidos com idade inferior a 35 semanas completas de idade gestacional, 
independentemente do seu peso à nascença. No entanto, a amostra populacional foi 
reduzida devido, em parte, ao incumprimento dos pais em acompanharem o estudo até 
ao seu término e, por outro lado, à diminuição da taxa de internamento dos recém-
nascidos prematuros no período em que decorreu o estudo. 
Inicialmente determinou-se o estado serológico em 76 puérperas cujos recém-nascidos, 
com idade gestacional inferior a 35 semanas, foram internados na UCIN (figura 10). Os 
anticorpos IgG específicos para CMV foram detectados em 75% das puérperas, o que 
indicia uma elevada seroprevalência para o CMV. Estes resultados estão em 
consonância com estudos epidemiológicos que revelam que, em Portugal, a taxa de 
prevalência de CMV nas mulheres em idade reprodutiva é alta, sendo de 75,5% nas 
mulheres com idade compreendida entre os 20-29 anos e de 81,5% nas mulheres com 
idade entre os 30-44 anos (83).  
A pesquisa de ADN do CMV nas urinas dos recém-nascidos, na primeira semana de 




Assim, através da técnica de Nested-PCR, detectaram-se duas infecções congénitas em 
62 recém-nascidos, correspondendo a 3,2% (tabela 5). Segundo Paixão (114), a 
prevalência da infecção congénita por CMV em Portugal é de 1,05%, sendo esta taxa 
inferior aos resultados obtidos neste estudo. É de notar que, para além do número da 
amostra populacional ser muito reduzido para extrapolar os resultados ao nível nacional, 
também estes resultados baseiam-se apenas nos recém-nascidos com, pelo menos, um 
factor de risco, a prematuridade. 
Ao longo do estudo foram detectadas 17 infecções perinatais por CMV, representando 
40,5% do total de 42 lactentes (figura 11). É de salientar que inicialmente foram 
incluídos neste estudo 60 sujeitos, no entanto, não se conseguiu determinar a 
transmissão da infecção perinatal em 18 (30%) lactentes pelo facto destes não terem 
comparecido à consulta de acompanhamento na décima segunda semana pós-parto. 
Desta forma, a amostra populacional deste estudo foi reduzida para 42 lactentes, visto 
que apenas este número de sujeitos cumpriram o estudo até ao seu término. Assim, o 
verdadeiro número de lactentes infectados poderá ser significativamente superior ao 
detectado. De referir ainda que apenas 16 destas infecções perinatais (38,1%) podem ter 
tido origem na transmissão através do leite materno, uma vez que um dos lactentes 
nunca ingeriu leite com presença de CMV.  
Como referido anteriormente, existe uma grande controvérsia relativamente às taxas de 
prevalência de infecção perinatal através do aleitamento materno nos recém-nascidos 
prematuros. Esta temática foi analisada por diversos grupos de investigação de 
diferentes países, verificando-se uma variação entre os 6% (32, 92) e os 58,6% (57, 
150) na taxa de transmissão através do leite materno. No entanto, existe um consenso 
entre a maioria dos autores, que consiste na atribuição do leite materno infectado como 
o principal veículo transmissor de infecção perinatal (23, 57, 86, 100, 134, 150). 
Os resultados deste estudo permitem identificar a prevalência da infecção perinatal na 
amostra populacional, contudo, não conferem com exactidão a origem desta infecção. 
Uma das formas de confirmar se a infecção perinatal foi ou não transmitida, através do 
leite materno, seria o recurso a técnicas de sequenciação (23): se não existissem 
diferenças entre as sequências de ADN viral da urina do lactente e do leite da respectiva 




à escassez de tempo, não foi possível realizar este procedimento, embora o mesmo 
esteja agendado para breve.  
O presente trabalho permite concluir que o início da excreção viral no leite materno, nas 
mães seropositivas para CMV, pode ocorrer muito precocemente, visto que se detectou 
a presença de ADN de CMV no leite materno em 34% das 53 puérperas, na primeira 
semana pós-parto (Tabela 7). Do ponto de vista quantitativo, constatou-se que a carga 
viral dos leites positivos apresentava uma grande variabilidade, podendo apresentar 
valores inferiores a 351 cópias/mL até às 423 944,2 cópias/mL (tabela 10). Comparando 
as cargas virais nas diferentes semanas, observou-se um aumento significativo da 
mediana das cargas virais da primeira para a sexta semana, seguida de uma redução 
acentuada na décima segunda semana pós-parto. Nesta última semana, verificou-se que 
a mediana das cargas virais é ainda mais reduzida que na primeira semana pós-parto. 
Estes resultados estão em conformidade com estudos prévios que detectaram que a 
excreção viral no leite pode começar logo na primeira semana pós-parto, tendo sido 
referenciado, em alguns casos, a presença de CMV no colostro, embora com menor 
incidência e, geralmente, com uma carga viral baixa. Acrescentam, ainda, que a carga 
viral atinge um valor máximo entre as 4-8 semanas, seguindo-se uma diminuição até ao 
completo cessamento da excreção viral por volta da 9ª-12ª semana pós-parto (61, 69, 
159), factos que estão em consonância com os resultados deste estudo.  
Na análise individual da excreção viral no leite materno (figura 12), constatou-se que, 
na sexta semana, surge um maior número de conversão de leites negativos para 
positivos (15 leites), em contraste com a décima segunda semana, altura em que ocorre 
maior passagem de leites positivos para negativos (7 leites). Nesta avaliação 
quantitativa surge um caso inesperado de uma mãe com leite positivo na primeira 
semana, negativo na sexta semana e, novamente, positivo na décima segunda semana. 
Inicialmente, foi colocada a hipótese de se estar perante resultados falsamente positivos 
ou negativos, pelo que se repetiu a Nested-PCR com novas extracções, obtendo-se, no 
entanto, os mesmos resultados. Em acréscimo e para excluir a presença de substâncias 
inibitórias, realizou-se também a Nested-PCR com o leite materno da sexta semana 
numa diluição de 1:5 e, simultaneamente, de 1:10, mas o resultado manteve-se negativo, 




através da PCR-TR, confirmaram-se estes mesmos resultados, apresentando os leites da 
primeira e décima segunda semana valores de cargas virais de 16 224,14 e 107 961,28 
cópias/mL, respectivamente. Apesar de se ter confirmado o resultado negativo do leite 
materno na PCR-TR, não se descarta a hipótese de se estar perante um falso negativo. 
Esta situação poderá ter surgido por más condições de transporte e conservação da 
amostra até ao seu processamento, pelo que a não refrigeração correcta poderá originar 
um resultado falsamente negativo, embora esta eventualidade seja pouco frequente com 
o CMV, quando se utilizam técnicas de biologia molecular.  
Relativamente às mães que cumpriram o estudo até à décima segunda semana pós-parto 
(37 mães, que correspondem a 42 lactentes), a grande maioria, mais precisamente 
72,9% (27/37), apresentaram reactivação viral através da glândula mamária. Refira-se 
que, do total das mães que excretaram o vírus, detectou-se presença de CMV no leite 
materno em mais de 50% (14/27) na primeira semana pós-parto. Actualmente, há a 
evidência de que a taxa de incidência da reactivação de CMV no leite das mães 
seropositivas é elevada variando, nos diversos estudos, entre os 66% (95) e os 96% (57, 
69, 86, 89, 109, 150, 159).  
Como descrito nos artigos científicos, nem todas as mães excretoras de CMV pelo leite 
materno transmitem a infecção perinatal. Assim, do total de mães com reactivação viral 
(27 mães), encontrou-se 11 (40,7%) mães que não transmitiram infecção perinatal até à 
décima segunda semana pós-parto e 16 (59,3%) possíveis transmissoras de infecção 
perinatal. Por outras palavras, nem todas as crianças que ingeriram leite com presença 
de CMV adquiriram, até ao final da recolha das amostras, infecção perinatal. Deste 
modo, procurou-se encontrar factores que possam contribuir para a aquisição de 
infecção perinatal por CMV nesta amostra populacional. 
Com este objectivo, comparou-se a carga viral do leite materno entre as mães 
transmissoras e não transmissoras de CMV, nas três diferentes semanas (1ª, 6ª e 12ª 
semana pós-parto). Com base na análise estatística, na primeira semana pós-parto existe 
uma evidência, embora fraca, de uma diferença da carga viral entre as mães 
transmissoras e não transmissoras (0,05 < p < 0 ,1), sendo a carga viral superior no 
primeiro grupo. Na sexta semana pós-parto, apesar dos dois grupos de mães 




das cargas virais dos leites maternos (p > 0,1), foi perceptível uma ligeira tendência para 
a mediana da carga viral dos leites das mães transmissoras ser superior em relação às 
outras. (figura 14 e 15). Quanto à décima segunda semana pós-parto, verificou-se que 
existe uma diferença entre as medianas da carga viral nos dois grupos de mães que, do 
ponto de vista estatístico, é evidente (0,01 < p < 0,05), sendo a carga viral no leite das 
mães transmissoras superior à das mães não transmissoras (figura 16).  
Quanto à excreção viral no leite materno ao longo das doze semanas pós-parto, 
constatou-se que a sua evolução é semelhante em todas as mães, independentemente de 
como actua, ou não, na transmissão do vírus. Significa isto que, em ambos os grupos, 
houve um aumento significativo da primeira para a sexta semana e um decréscimo 
acentuado até à décima segunda semana. Para além disso, é de salientar que em todos as 
fases de estudo a mediana da carga viral manteve-se sempre superior no grupo das mães 
transmissoras de CMV (figura 17).   
Com base nos dados, registou-se também um maior número de mães com excreção viral 
na primeira semana pós-parto no grupo das mães transmissoras (10/16 – 62,5%) em 
comparação com as não transmissoras (8/25 – 32,0%). Verificou-se, igualmente, que 
muitas mães deixaram de excretar CMV na décima segunda semana, mantendo-se, no 
entanto, a superioridade no número de mães com presença de CMV no grupo das 
transmissoras (5/16 – 31,3%) relativamente às não transmissoras (4/26 – 16,0%). Estas 
constatações levantam a hipótese das mães transmissoras poderem excretar CMV com 
maior precocidade e durante um período mais prolongado.  
Em relação ao grupo de lactentes com infecção e sem infecção, não foram observadas 
diferenças significativas entre estes no que diz respeito às suas características 
antropométricas, tempo de internamento e tipo de parto (tabela 11 e 12). 
O tempo de internamento pode ser um factor importante pois, quanto maior a sua 
duração, maior o risco de infecção nosocomial, incluindo o risco de aquisição de CMV 
perinatal através da infecção cruzada (por exemplo, más práticas de higiene das mãos 
dos prestadores de cuidados). Esta forma de transmissão pode ser a justificação para a 
aquisição de infecção perinatal no lactente que não ingeriu leite materno infectado, pois 




pondo-se de parte a transmissão de CMV através das secreções cervicais, e apresenta 
uma grande susceptibilidade para a aquisição de CMV, pois é um extremo prematuro 
(idade gestacional de 25 semanas) com muito baixo peso à nascença (628g). Contudo, a 
única afirmação segura que se pode extrair deste caso é que o lactente apresenta 
infecção citomegálica sintomática (com detecção de neutropénia), cuja transmissão não 
se deu através do leite materno. 
Em relação ao tipo de parto, sabe-se que os lactentes, cujo parto foi de cesariana, têm 
menos um factor de risco de transmissão de CMV perinatal, já que não há contacto com 
as secreções cervicais da mãe. Neste estudo verifica-se que o tipo de parto na maioria 
dos nascimentos foi cesariana (76,7%), estando os lactentes que nasceram de parto 
normal, ou seja, com mais um factor de risco, distribuídos de forma idêntica nos dois 
grupos (tabela12). 
O único factor discrepante entre os dois grupos foi o número de lactentes submetidos a 
transfusões sanguíneas. Nesta amostra populacional verificou-se uma maior 
percentagem de lactentes sujeitos a transfusões sanguíneas no grupo sem infecção 
perinatal do que no grupo com infecção perinatal, embora de acordo com a análise 
estatística esta diferença não é muito significativa pois apresentou uma fraca evidência 
(0,05 < p < 0,1). Sabendo que o CMV pode ser transmitido por via iatrogénica, que 
inclui a transfusão de sangue, todos os lactentes que foram sujeitos a transfusões 
sanguíneas apresentam maior risco de aquisição de infecção por CMV. Desta forma, se 
os resultados obtidos demonstrassem o oposto, ou seja, se o maior número de lactentes 
submetidos a transfusões sanguíneas estivesse no grupo com infecção perinatal por 
CMV, poderia sugerir a existência de uma variável interferente neste estudo. Como 
forma de prevenir a transmissão por esta via, todos os hemocomponentes foram 
previamente desleucocitados antes da sua administração. Com estas medidas 
preventivas e de acordo com a análise dos dados obtidos, pode-se concluir que a 
administração de componentes sanguíneas não exerceu influência nos resultados do 
presente estudo.  
De acordo com estudos recentes, o risco de aquisição de infecção citomegálica perinatal 
é superior nos recém-nascidos extremos prematuros (< 28 semanas de idade 




entanto, na amostra populacional em estudo, não foi demonstrado que a taxa de infecção 
perinatal estivesse associada (p > 0,1), quer com o muito baixo peso à nascença, quer 
com o grau de extrema prematuridade (tabela 13 e 14), não estando estes resultados em 
consonância com os dos estudos referidos anteriormente.   
Outro factor que neste estudo, estatisticamente, parece não ter uma relação significativa 
com a aquisição da infecção perinatal por CMV é a duração da amamentação. Apesar de 
se ter verificado uma maior percentagem de sujeitos com maior tempo de duração da 
amamentação no grupo dos lactentes infectados (11/16), três destes já se encontravam 
infectados com CMV desde a sexta semana pós-parto (tabela 15).  
É importante discriminar que a grande maioria dos lactentes não ingeria exclusivamente 
o leite materno (havendo, ocasionalmente, a introdução de leite artificial intercalado 
com o leite natural, reduzindo indirectamente, a frequência da ingestão deste último) e 
que, por questões práticas da UCIN e do quotidiano das mães, o leite materno era com 
muita frequência refrigerado ou mesmo congelado. Neste estudo, não se teve acesso a 
estas informações de forma individualizada, embora se deva admitir que este factor 
poderá ter alterado a probabilidade de transmissão. Um lactente, cuja frequência de 
ingestão de leite materno é reduzida, tem menor contacto com o vírus, logo, apresenta 
menor risco de aquisição de infecção perinatal (138). Por outro lado, a refrigeração ou 
congelamento do leite reduz em grande escala a sua carga viral, apesar de não eliminar 
por completo o vírus presente, havendo um menor risco de transmissão do CMV (87, 
124, 129, 159). Segundo Hamprecht (61), nos estudos cujos lactentes ingerem leite 
materno congelado ou refrigerado, as taxas de transmissão de CMV reduzem em cerca 
de 6 a 29% em relação aos outros estudos. Assim, estas condições podem influenciar 
em grande escala os resultados deste estudo, no sentido de poder diminuir a prevalência 
da infecção perinatal nesta amostra populacional.  
Relativamente às manifestações clínicas e/ou laboratoriais da infecção perinatal de 
CMV adquiridas através do leite materno, foram encontrados seis (37,5%) lactentes 
com sinais de infecção por CMV, mais concretamente com neutropénia (tabela 16). 
Contudo, esta alteração foi também detectada em seis (24%) lactentes sem infecção 
citomegálica, averiguando-se que estatisticamente existe pouca ou nenhuma evidência 




neutropénia é uma situação relativamente frequente nos lactentes, principalmente nos 
prematuros e de baixo peso, apresentando uma grande diversidade de causas, entre as 
quais, as infecções virais, as infecções bacterianas e a administração de fármacos (51). 
Deste modo, torna-se complexo estabelecer uma relação causa-efeito entre a infecção 
perinatal de CMV e a neutropénia.  
Saliente-se, todavia que, limitações de ordem logística, não permitiram que, 
imediatamente após a recolha das amostras, se procedesse ao respectivo processamento, 
pelo que os resultados obtidos foram tardios. Assim, estas limitações impossibilitaram a 
realização da monitorização das alterações laboratoriais (nomeadamente hematológicas 
e bioquímicas) de forma sincrónica com a aquisição da infecção. Numa tentativa de 
contornar estes constrangimentos, optou-se por realizar um estudo retrospectivo, 
procurando nos processos clínicos dos lactentes alterações clínico-laboratoriais que 
pudessem estar relacionadas com a infecção citomegálica, o que poderá ter 
condicionado que algumas destas alterações não tenham sido detectadas.  
Neste trabalho, não ocorreram discrepâncias entre os resultados dos leites maternos 
fornecidos pela Nested-PCR e a PCR-TR, ou seja, todos os leites positivos detectados 
pela primeira técnica foram confirmados pela PCR-TR, não tendo surgido falsos 
positivos. 
No que se refere aos resultados quantitativos do leite materno é de notar que, apesar da 
eficiência das reacções de amplificação das sessões de PCR-TR encontrar-se dentro dos 
parâmetros devidos (figura 13), constatou-se que o coeficiente de variação (intra e inter-
ensaio) era elevado, principalmente nos controlos de menor concentração viral (tabela 8 
e 9). Este facto pode ser devido a uma perda de sensibilidade nos valores de carga viral 
mais baixos (apesar do limite da sensibilidade desta técnica ter sido previamente 
determinada nas 200 cópias/mL). Desta forma, quando os resultados foram positivos 
mas a elevação significativa da linha de base era observada depois do último padrão da 
curva de calibração, os valores da carga viral são referidos como < 351 cópias/mL.  
Ao longo de cerca de quatro décadas, foram desenvolvidos vários estudos, dispersos por 
todo o mundo, com o fim de determinar o risco de aquisição de CMV, através do leite 




taxas de prevalência de infecção e doença são extremamente variáveis, podendo ser o 
reflexo de desenhos de estudos díspares, diferentes definições de infecção e doença por 
CMV nos recém-nascidos e distintas práticas de alimentação nas diferentes unidades 
neonatais, particularmente no que respeita à ingestão do leite materno fresco, 
refrigerado, congelado ou pasteurizado. Apesar de não haver uma imagem clara no que 
respeita à magnitude do risco de aquisição de infecção perinatal por CMV, todos os 
estudos consideram que a causa principal de transmissão de CMV é a ingestão de leite 
materno contaminado. Os factores que ditam quais os recém-nascidos que, ao ingerirem 
leite materno com presença de CMV, adquirem infecção e doença, mantêm-se pouco 
claros.  
Cabe aqui salientar que o estudo, que agora termina, foi pioneiro, a nível nacional, no 
que respeita à problemática da transmissão de infecção perinatal por CMV nos 
lactentes, através do leite materno. Refira-se, todavia que, devido ao reduzido número 
de sujeitos em estudo, os resultados obtidos podem não representar o panorama 
nacional. Ainda assim, tendo como referência a amostra analisada, foi possível retirar 
algumas conclusões significativas que facultam uma melhor compreensão do 
mecanismo de transmissão de CMV pelo leite materno nos lactentes e suas 
manifestações clínicas, que de seguida se passa a elencar: 
- A taxa de incidência de excreção viral nas mães seropositivas, na amostra em estudo, 
foi elevada (72,9%), sendo os valores semelhantes aos obtidos por um estudo realizado 
em Itália (95). Porém, outros autores apresentam uma posição mais extremista, 
referindo que o número de mães seropositivas para CMV é idêntico ao número de mães 
excretoras deste mesmo vírus sendo, então, as taxas de incidência de excreção 
superiores às verificadas no presente estudo, aproximando-se dos 95% (57, 68, 86, 89, 
109, 150). Portanto, os resultados agora obtidos indiciam, de forma significativa, que 
nem todas as mães seropositivas excretam o vírus através da glândula mamária, o que 
reforça as conclusões do estudo italiano. 
- O facto de se ter detectado presença de CMV no leite materno, na primeira semana 
pós-parto, permite concluir que a reactivação viral na glândula mamária pode surgir 
precocemente, estando em consonância com estudos realizados anteriormente que, 




mesmo constituir um factor de risco para a transmissão de infecção no recém-nascido, 
devido à sua condição de prematuro, situação que parece ocorrer no presente estudo 
dado que, das dezoito mães excretoras de CMV na primeira semana pós-parto, 10 
(55,6%) transmitiram a infecção aos seus filhos, dos quais 3 (30%) apresentaram 
neutropénia. Estes resultados vão ao encontro da afirmação de Hamprecht (57, 61) que 
defende que o início precoce da reactivação viral no leite está associado a um maior 
risco de transmissão de CMV e de infecção sintomática para o lactente prematuro.  
- A dinâmica da excreção de CMV no leite materno foi semelhante em todas as mães, 
quer tenham sido transmissoras ou não da infecção, ocorrendo um aumento significativo 
da carga viral  no leite materno, desde a primeira semana até à sexta semana, e 
consequente decréscimo até à décima segunda semana pós-parto. Estes factos foram 
também evidentes, em estudos prévios, os quais referem que a excreção viral poderá 
surgir durante a produção do colostro, atingindo um valor máximo de carga viral entre a 
quarta e a oitava semana e uma redução acentuada entre a nona e a décima segunda 
semana pós-parto (60, 61, 69, 159). Apesar da evolução da excreção viral na glândula 
mamária ser idêntica em todas as mães, este estudo permitiu constatar que existe uma 
variabilidade individual relativamente ao momento em que ocorre o início do processo 
de excreção do vírus e aos valores da carga viral no leite materno. 
- A aquisição de infecção perinatal de CMV no recém-nascido prematuro ocorreu em 
40,5%, sendo muito provável que a via de transmissão em 38,1% do total dos sujeitos 
tenha sido o leite materno infectado. Assim, conclui-se que a taxa de incidência de 
infecção citomegálica pelo leite materno é significativa, estando de acordo com os 
resultados fornecidos pelos investigadores alemães (57, 86) mas em discordância com 
as equipas de investigação do Japão (159), Tailândia (68), Israel (92) e Canadá (32), que 
atribuíram ao leite materno um papel pouco relevante na transmissão de infecção 
perinatal por CMV pois, nos seus estudos, a taxa de incidência determinada encontrou-
se abaixo dos 10%. 
- À semelhança de estudos anteriores (58, 146) o valor da média da carga viral do leite 
materno nas mães transmissoras, em todos os períodos analisados, foi superior ao do 
grupo das mães não transmissoras. Ainda que não tenha sido possível estabelecer uma 




potenciam ou inibem a transmissão desta infecção pelo leite materno, devido à 
complexidade de factores em presença e à dificuldade em proceder à sua eliminação, 
este estudo permitiu detectar uma correlação entre a carga viral do leite materno e a 
transmissão do vírus. Deste modo, deduz-se que, quanto maior a carga viral do leite 
materno, maior o risco de transmissão. 
 
- Relativamente às consequências desta excreção viral, refira-se que nem todas as mães 
com reactivação viral de CMV na glândula mamária transmitiram a infecção ao seu 
filho, como já referido. Dentro do grupo das crianças que adquiriram a infecção, 
nenhuma apresentou clínica significativa que se possa atribuir à infecção citomegálica. 
Foram apenas detectadas alterações laboratoriais, nomeadamente a neutropénia (37,5% 
nos lactentes com infecção), embora esta alteração também se tenha verificado no  
grupo dos lactentes sem infecção (24%), não existindo diferença significativa entre os 
dois grupos. Assim, estatisticamente, verificou-se pouca ou nenhuma evidência de uma 
relação causal entre a infecção perinatal por CMV e a neutropénia. Sabendo que, 
actualmente, não existe consenso entre os diversos autores, no que se refere à 
percentagem de lactentes infectados com alterações clínicas ou laboratoriais (variando 
entre os 0% e os 75%), os valores obtidos neste estudo, encontram-se em consonância 
com os autores que constataram ausência de qualquer alteração (159). Pode-se concluir, 
então, que a infecção perinatal por CMV através do aleitamento materno é, na sua 
maioria, assintomática e não representa risco significativo em termos de morbilidade e 
muito menos de mortalidade para o recém-nascido prematuro. 
 
Em suma, neste estudo, o primeiro realizado em Portugal, foi possível determinar que a 
taxa de incidência da infecção perinatal por CMV nos recém-nascidos prematuros, 
através do aleitamento materno, não sendo elevada (38,1%), não deve ser ignorada. Este 
resultado corresponde ao dos estudos da equipa alemã, afastando-se dos obtidos pelos 
japoneses, isto no que diz respeito à transmissão de infecção citomegálica perinatal. 
Todavia, no que concerne às consequências clínicas, o presente estudo aproxima-se do 
ponto de vista dos investigadores japoneses, visto que, de igual modo, não foram 
detectadas alterações clínico-laboratoriais associadas à infecção em causa. Nesta 




materno, esta não aparenta ter consequências graves para a saúde do lactentes. 
Sublinhe-se que este facto pode conduzir ao menosprezo da infecção perinatal enquanto 
doença, o que não é desejável, já que diversos estudos (57, 68, 86) verificaram a 
presença de alguns casos severos.  
Tal como sobejamente salientado, apesar do CMV ser uma causa pouco frequente de 
doença, entenda-se infecção sintomática, que represente perigo de vida nos recém-
nascidos prematuros, estas infecções podem ser ocasionalmente severas. Deste modo, a 
deterioração clínica nos recém-nascidos prematuros, devido a infecção por CMV 
através do leite materno, quando severa pode contribuir para o custo e duração do 
internamento hospitalar, bem como para o aumento do desconforto do bebé e da 
ansiedade dos pais. Torna-se, pois, imprescindível compreender se se pode atenuar o 
risco de aquisição de infecção através de simples intervenções, tais como a refrigeração, 
o congelamento ou a pasteurização do leite materno, sendo de extrema importância 
analisar, mais aprofundadamente, o impacto de tais intervenções nas propriedades 
nutricionais e imunológicas do leite.  
Também, do que ficou dito, não se deve deduzir que a amamentação, no caso das mães 
seropositivas para CMV, é desaconselhada, já que os benefícios do leite materno 
superam o risco de transmissão. De facto, a maioria das mães seropositivas excretam o 
vírus mas apenas algumas o transmitem e, mesmo quando isso ocorre, as repercussões 
nos lactentes são, na sua maioria, assintomáticas.   
Lamentavelmente, não existe ainda um número significativo de estudos sobre as 
possíveis sequelas tardias da infecção em causa, pelo que se torna importante o 
investimento neste tipo de pesquisa, de modo a que exista uma noção exacta da 
patogenicidade da infecção citomegálica perinatal, através do leite materno.   
Sublinhe-se, assim, que o estudo que agora termina, permitiu descortinar novas 
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Interpretação do valor p de acordo com Bland 
 
p  > 0,1 Pouco ou nenhuma evidência de uma diferença ou relação 
0,05 < p < 0,1 Fraca evidência de uma diferença ou relação 
0,01 < p < 0,05 Evidência de uma diferença ou relação 
p < 0,01 Evidência forte de uma diferença ou relação 
p < 0,001 Evidência muito forte de uma diferença ou relação 
 
 
